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Eine colorimetrische Methode 
zur Bestimmung der Amylasewirkung und ihre Anwendung. 


Von 


Ernst A. Sym. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 12, Juli 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Verfahren beruht auf dem Prinzip der J. Wohlgemuthschen 
Methode und deren Modifikation von LL. Michaelis; dabei wird be- 
kanntlich die Anderung des Farbtons einer im Abbau begriffenen und 
durch Jodzusatz gefarbten Starkelésung verfolgt. 


Bei der Wohlgemuthschen Methode! wird das Erscheinen von Erythro- 
dextrin der Berechnung der diastatischen Kraft zugrunde gelegt. Die 
Farbanderungen der Proben mit verschiedenen Enzymmengen kommen 
nicht kontinuierlich, sondern stufenartig zum Vorschein, da erstens die 
Bestimmungen nur einmal nach einer gewissen Zeit (30 Minuten) aus- 
gefiihrt werden und zweitens die Enzymmengen zu den Proben in stark 
variierenden Portionen zugegeben werden. 

De1 Hauptvorteil der neuen Methode gegeniiber der erwahnten ist, 
daB man mittels deryelben ohne Unterbrechung den ganzen Verlauf 
der Farbtonanderungen bei einer diastatischen Spaltung an Hand der 
Jodfarbung verfolgen und den Zeitpunkt eines gewissen Farbumschlags 
bestimmen kann. 

Zu diesem Zweck wurde ein besonderer Apparat konstruiert. 


1. Beschreibung des Apparates (Abb. 1). 


Das vertikal bewegliche GefaB A wird mit Quecksilber gefiillt; das 
unbeweglich angebrachte Gefa8 B dient zur Aufnahme der Versuchs!6sung. 
In die durch das Gummirohr hergestellte Verbindung dieser Kugelgefibe 
(von je etwa 200 ccm Volumen) wird ein Hahnsystem eingeschaltet. Mit 
dem Hahn I wird der QuecksilberausfluB bei etwa 30 em héher als B ge- 
stelltem Rezipienten A reguliert. Der Hahn II dient ausschlieSlich zur 
Herstellung oder zum AbschluB der Kommunikation zwischen beiden 
Rezipienten. Der Hahn III wird nach erfolgtem Versuch bei geéffnetem 
Hahn II zur Riickfiillung des GefaiBes A mit Quecksilber, welches sich im 
GefaB B angesammelt hat, benutzt. AuBerdem kann man den Hahn III 
am Anfang einer schnell verlaufenden Reaktion zur Beschleunigung der 
Strémung bis zum Dreiweghahn IV, wo die Vermischung mit der Jod- 


1 Oppenheimer, Die Methodik der Fermente 3, 885, 1929. 
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losung stattfindet, 6ffnen. B wird mit einem Gummistopfen, welcher zwei 
Bohrungen enthalt, verschlossen. In die eine Bohrung wird ein kurzes 
Glasrohr mit aufgestiilptem Gummischlauchstiick samt. Quetschhahn 
eingeschoben, in der anderen befindet sich ein gebogenes Glasrohr, durch 
welches die Versuchsfliissigkeit durchflieBt. Dieses Rohr wird durch einen 
Gumuinischlauch mit einem T-Rohr verbunden. Der Gummischlauch er- 
méglicht das Hantieren mit dem Gummistopfen. In der Verzweigung des 
T-Rohres befindet sich ein Dreiweghahn (IV). Die vertikale Abzweigunyg 
des T-Rohres kommuniziert mit dem Reservoir C (Volumen 800 cem). 
welches 75 ¢m tiber dem Hahn IV liegt und zur Autnahme der Jodlésung 
dient. Mit dem héher gelegenen Hahn V wird die AusfluBgeschwindigkeit 
der Jodlésung eingestellt. Der Hahn V1 dient zum Offnen und SchlieBen der 
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Abb. 1. 






Verbindung zwischen C und Hahn IV. An dem rechten horizontalen Arm 
des T-Rohres wird ein zweites, aber schiefwinkliges T-Rohr, dessen vertikale 
Abzweigung ein kurzes Gummirohr samt Quetschhahn tragt. angefiigt. 
Dieses Gummirohr ist mit dem Gummiballon D oder mit einer Luftpumpe 
in Verbindung. Das schiefwinklige T-Rohr kann mit den Nachbarrohren 
mittels kurzen Gummischlauchstiicken verbunden sein, jedoch sollen die 
Rohre bis zum gegenseitigen Kontakt in den Schlauch eingeschoben werden. 
An diese Anordnung schlieBt sich ein etwa 5m langes, zweimal nach je 
1,7 m Lange gebogenes Glasrohr an. Dieses Rohr soll bei Anwendung von 
Starkekonzentrationen 0,02 bis 0,08”, eine lichte Weite von 5 mm und bei 
hoheren Starkekonzentrationen von 3mm haben. Die Glasrohre, besonders 
das an das T-Rohr sich anschlieBende, diirfen keine grobBe Schwankungen 
im Durehmesser aufweisen. Knapp nach der ersten Umbiegung des Rohres 
wird ein AbfluBrohr angebracht, das mit dem Hahn VII abgeschlossen 
werden kann. Nach der zweiten Biegung endigt das dritte horizontal an- 
gebrachte Rohr 3 mit einem kurzen, nach unten abgebogenen Stiick. Vor 
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dieser Abbiegung wird ebenfalls ein Hahn (VIII) angebracht. Diese Rohre 
werden durch eine nicht besonders hell leuchtende und mit einem matten 
Schirm E verdeckte Gliihbirne beleuchtet. Dieser Schirm samt Birne 
mu lings der Rohre verschiebbar sein, um die einzelnen Partien der Rohre 
beleuchten und vergleichen zu kénnen. Dazu eignet sich eine Hangelampe. 
Die benutzten Fliissigkeiten flieBen in das GefaB F ab. 


2. Benutzung des Apparates. 


Vor der Ausfiihrung des eigentlichen Versuchs muff man die Ausflub- 
veschwindigkeiten sowohl der Versuchslésung aus dem GefaB B als auch 
der Jodlésung aus C regeln. Diese Geschwindigkeiten werden gewoéhnlich 
im Verhaltnis Versuchslésung : Jodlésung 2:1 (auch 3:1) eingestellt. 
Die absoluten Geschwindigkeiten miissen der vermuteten Reaktionsdauer 
angepaBt werden. Zuerst kann man den Ausflu8 der Jodlésung mit dem 
Hahn V bei geéffnetem Hahn VI regulieren, wobei dem Dreiweghahn die 
Stellung IVb gegeben wird. Zur Bestimmung der Str6mungsgeschwindig- 
keiten werden Luftblasen im Rohrsystem mittels eines Gummiballons 
erzeugt. Auf dem ersten Glasrohr werden mehrere Strecken von 10 cm 
abgemessen und mit einem Glasstift markiert. Mit einer Stoppuhr wird 
dann die Geschwindigkeit der Blasenbewegung im Rohr gemessen. Die 
AusfluBgeschwindigkeit der gewohnlich 0,002 n J-KJ-L6ésung soll je nach 
der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 10 bis 30 Sekunden pro 10 em 
Rohrlange liegen, entsprechend die der Versuchslésung zwischen 5 bis 
15 Sekunden. Die Einstellung der Str6mungsgeschwindigkeit der Versuchs- 
lésung wird bei geéffnetem Hahn II und geschlossenem Hahn III] mittels 
Hahn I ausgefiihrt. Dabei nimmt der Dreiweghahn bei geschlossenem 
Hahn VI die Stellung [Va ein. Dann wird genau in Sekunden die Ge 
schwindigkeit des gleichzeitigen Austlusses beider Loésungen ermittelt. 
Statt einer Versuchsl6sung kann man zur Einstellung der Strémungs- 
geschwindigkeit destilliertes Wasser gebrauchen. Die Stromungsgeschwindig- 
keiten miissen in den einzelnen Teilen des Rohres gleich sein, gréBere 
Differenzen sind auf nicht konstanten Durchmesser des Rohres zuriick- 
zufiihren. Derartige Rohre miissen ausgewechselt werden. 

Nach der Einstellung der Str6émungsgeschwindigkeiten beginnt man , 
mit dem eigentlichen Versuch. Das Quecksilber wird bei Tiefstellung des 
GefaBes A bis zum unteren AusfluBrohr (wie in der Abb. 1) des Gefabes B 
aus B durch den Hahn II] in A gebracht. Die eingestellten Hahne I und V 
diirfen wahrend einer Versuchsserie nicht in ihrer Stellung veraindert werden. 
Bei Offnung und SchlieBung des Gummistopfens von B mu immer der 
Hahn IV die Stellung IVb haben und der Quetschhahn am Stopfen offen 
sein. Man muB darauf achten, daB die Jodlésung nicht in den Rezipienten B 
kommt. Nach erfolgtem RiickfluB des Quecksilbers nach A werden die 
Hahne II und III geschlossen. Dann hebt man das GefaB A etwa 30 em 
héoher als B, jedoch mu dieselbe Niveaudifferenz zwischen A und B wie 
bei der Einstellung eingehalten werden. Beim QuecksilberausfluB ‘wird 
diese Differenz verkleinert (um etwa 4 bis Scm), doch hat dies auf die 
Strémungsgeschwindigkeit keinen groBen EinfluB. Nach dem Abhebern 
des in B zuriickgebliebenen Restes der zur Farbung nicht gebrauchten 
Versuchslésung wird B mit destilliertem Wasser ausgespiilt und dann mit 
den Lésungen gefiillt (z. B. mit 80 cem Starke-, 40 cem Puffer- und 40 cem 
Amvlaselésung). Sofort nach der Herstellung des reagierenden Versuchs- 
systems wird die Stoppuhr in Bewegung gesetzt und die Losung mit einem 
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gebogenen Glasstab stark gemischt. Bei sehr verdiinnten Starkelésunge) 
und konzentrierten Amylaselésungen mufB man die Mischung sofort aus 
fiihren, denn sonst kann ein Teil der Versuchslésung einen starken Abba) 
erlitten haben, und dadurch erscheint sofort am Anfang die Farbnuanc: 
der Stiarke-Jodlésung verdindert. Man soll deshalb z. B. die zuletzt zun 
System zugegebene Amylaselésung unter Druck aus der Pipette in dir 
Losung einspritzen. 

Nach der Mischung wird B mit dem Gummistopfen gut verschlossen, 
wobei der Quetschhahn gedffnet sein muB. Nach SchlieBung des Quetsch 
hahns wird der Hahn IV von der Stellung IVb in die IVa gedreht, dann 
wird der Hahn II geéffnet, wodurch die Versuchsl6sung in das Rohrsystem 
eindringt. Wenn die Reaktionsdauer lang ist, kann man am Anfang mit 
der Erzeugung der StrO6mungen eine gewisse Zeit abwarten. Am Anfang 
einer Versuchsserie muB der Hahn VII geschlossen sein. Wenn die Versuchs 
lésung bei Hahn IV angekommen ist, wird der Hahn V ge6éffnet. Daraut 
faBt man mit der rechten Hand den Gummiballon D und iibt einen standigen 
leichten Druck auf denselben aus. 

In gewissen Zeitabschnitten 6tfnet man auf einen kurzen Augenblick 
mit der linken Hand den Quetschhahn unter dem Ballon und verursacht 
| auf diese Weise das Eindringen von Luft in das Rohrsystem. Bei gewisse1 





Ubung kann man Fliissigkeitssiulen von 5 bis 7¢m erzeugen, die durch 
die Luftblasen getrennt werden. Zu diesem Zwecke wird am Glasroh: 
rechts vom schiefen T-Rohr ein Zeichen angebracht, wie groB die 
Fliissigkeitssiulen im Rohr werden sollen. Die Unterbrechung der 
gefarbten Fliissigkeit mit Luft schiitzt gut vor Vermischung der verschieden 
gefarbten Fliissigkeitsportionen wahrend der Str6mung im Rohre. Durch 
die Unterbrechung wird ein Vermischen der Jodlésung mit der Versuchs- 
lésung innerhalb der kurzen Fliissigkeitssiulen bewerkstelligt, denn es 
entstehen besonders an den Enden der Saulen wahrend des FlieBens starke 
Wirbel. Flissigkeitssiulen langer als 10 cm brauchen eine langere StrO6mungs 
dauer zur Vermischung. Die Langen der Luftsaiulen kénnen verschieden 
sein. Am besten ist es, dieselben am Anfang der Reaktion lang zu machen. 
um schneller die gefarbten Fliissigkeitssaulen in das zweite Rohr (Vergleichs- 
rohr) zu bekommen, und wenn die Saulen das zweite Rohr ausgefiillt haben. 
so kann man kurze Luftblasen in das Rohr 1 eindringen lassen. 





Die beiden ersten Glasrohre 1 und 2 dienen zum Farbenvergleich. 
Da am Anfang der Reaktion keine Farbtonanderung zu bemerken ist, 
kann man beide Rohre mit Fliissigkeitssiulen von derselben Farbe fiillen. 
Bei Erwartung einer Farbanderung blickt man 6fters auf den beleuchteten 
Schirm £, welcher etwa 30cm vom schiefen T-Rohr entfernt und knap) 
hinter dem Rohrsystem angebracht ist. Man vergleicht wahrend des 
Versuchs die Farbténe der beleuchteten Fliissigkeitssaulen, die sich in 
beiden Réhren bewegen. Sobald man die erste sehr deutliche Farbton 
anderung bemerkt, wird gleichzeitig die Stoppuhr gestoppt und die Hahne I 
und VI geschlossen und der Hahn IV von [Va in die Stellung IVb gebracht. 
Nach Ablesung der Zeit an der Stoppuhr wird mit dem beleuchteten Schirn 
im ersten Rohr (1) die Fliissigkeitssiule, die die erste Farbtonanderuny 
(die am weitesten rechts befindliche) aufweist, aufgesucht. Da _ diese 
Anderung ziemlich scharf eintritt, kann man leicht diese Saéule auffinden 
Die blaue Farbe zeigt in diesem Fliissigkeitsabschnitt schon einen deut 
lichen violetten Einschlag. Das dritte Rohr dient zur eventuellen Kontroll: 
des zweiten, des Standardrohres. Bei Anwendung verschiedener Starke 
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konzentrationen in einer Versuchsreihe muB das Rohr 2 immer von nevem 


mit den Fliissigkeitssiulen gefiillt werden, deshalb mu®B der Hahn VII 
geschlossen und der Hahn VIII offen sein. Wenn man hingegen langere 
Zeit mit einer Staérkekonzentration arbeitet, so kann man beim erstmaligen 
Ausfiillen der Rohre 2 und 3 den Hahn VIII abschlieBen und die nach- 
herigen Versuche bei ge6ffnetem Hahn VII ausfiihren, dadurch bleiben 
die blaugefarbten Vergleichssiulen in den Rohren 2 und 3 wahrend einer 
Versuchsserie bestehen. 

Nach der Vermischung der 0,002 n Jodlésung mit der Versuchslésung 
wird die Reaktion des enzymatischen Starkeabbaues augenblicklich ge- 
hemmt. Es wird deshalb angenommen, da, vom Hahn LV angefangen, die 
Reaktion nicht mehr stattfindet. An der an der Stoppuhr abgelesenen Zeit 
muB daher eine Korrektur angebracht werden. Es werden die Langen 
samtlicher violettblau gefarbten Fliissigkeitssiulen im ersten Glasrohr bis 
zur vertikalen Abzweigung des schiefwinkligen T-Rohres gemessen. Diese 
Langen werden summiert. Da man die StrOmungsgeschwindigkeit vor dem 
Versuch ermittelt hat, kann man mittels Dividierens dieser Summe durch 
die StrOmungsgeschwindigkeit die Zeit, die waihrend der Bewegung der 
ersten violett nuancierten Fliissigkeitssiule vom schiefwinkligen T-Rohr 
bis zur gestoppten Stelle verstrichen ist, bestimmen. 

Fiir eine Versuchsserie wird vor den Versuchen die Zeit, welche zur 
Durchstrémung der Fliissigkeit vom Hahn IV bis zur Abzweigung des 
schiefwinkligen T-Rohres notwendig ist, bestimmt. Die beiden ermittelten 
Zeitwerte werden von der Stoppuhrzeit abgezogen, und die erhaltene Differenz 
stellt die gesuchte Reaktionsdauer bis zur Erlangung der ersten Farbdnderung 
dar. Die Luftsiulenbildung wird selbstverstandlich in die Korrektur nicht 
einbezogen. 

In allen Lésungen (Starke-, Puffer-, Amylaselésung) und in das GefaB F’ 
werden Thermometer eingetaucht. Die Temperaturen werden vor jedem 
Versuch auf 0,1° abgelesen. Wahrend einer Versuchsserie sollen nicht 
gréBere Temperaturabweichungen als 0,3° eintreten. Bei gréBeren Schwan- 
kungen wirkt der Temperatureinflu® st6rend. Man soll in Zimmern arbeiten, 
die keinen groBen Temperaturschwankungen ausgesetzt sind. Da jedoch 
die Reaktionen schnell ablaufen und bei einer gewissen Ubung die Aus- 
fiihrung einer Bestimmung wenig Zeit in Anspruch nimmt, sind gew6éhnlich 
die Temperaturschwankungen nicht groB. Man kann durchschnittlich, 
wenn man alle Lésungen vorbereitet hat, in 6 bis 12 Minuten (je nach der 
Reaktionsdauer) eine Bestimmung machen. 

Der Apparat lieBe sich durch Unterbringung der beiden GefaBe A und B 
in einem Thermostaten verbessern, ferner durch eine automatische Luft- 
einleitung. (Man kénnte bei genauer Kenntnis des Temperaturkoeffizienten 
eventuell Korrekturen anbringen.) 

Die besten Bestimmungen werden mit Starkekonzentrationen: 0,04 
bis 0,08°., bei Anwendung eines 5mm starken Glasrohres, wobei die 
Reaktion bis zum Farbumschlag in Violettblau 3 bis 6 Minuten dauert, 
gemacht. Dabei wurden Abweichungen in den Zeitbestimmungen von 
héchstens +- 2,5°,, vom Mittelwert konstatiert. (0,06°,ige Stirkelésung, 
Reaktionsdauer: 307 Sekunden.) Bei kleineren Starkekonzentrationen ist 
erstens die schnelle Reaktion, zweitens die schwache Farbbarkeit der 
Lésung auf die Bestimmungsgenauigkeit von EinfluB. Bei groBen Starke- 
konzentrationen auch bei Anwendung eines 3-mm-Glasrohres ist der erste 
Farbumschlag nicht scharf. 
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Wahrend der Lufteinleitung bekommt man einen kurzdauernden 
RiickstoB der Fliissigkeit in den Rohren links vom schiefwinkligen T-Rohr, 
der jedoch sofort ausgeglichen wird. Bei dem RiickstoB wird die Luft im 
GefiB B komprimiert, der Gummischlauch ausgedehnt und der Ausflul 
von C ein wenig gehemmt. Es wird aber dadurch eine schnellere Ver- 
mischung der Jodlésung mit der Versuchslésung erzielt. Man mul jedoch 
vermeiden, dal} beim RiickfluB die Jodlésung in den Rezipienten B kommt, 
und zwar durch Anwendung eines geniigend langen Gummischlauchs. 

Zur Ubung benutze man eine 0,06 °,ige Starkelésung und eine Amylase 
lé6sung von einer solchen Konzentration, da die Reaktion bis zur Violett- 
farbung etwa 3 bis 4 Minuten dauert. 

Man verfolge anfangs einige Male die Reaktion bis zu Ende und beob- 
achte genau alle Farbtoninderungen. Besonders achte man auf die erst 
Anderung der Farbnuance. Am Anfang der Reaktion findet man keine 
Unterschiede im Farbton der Fliissigkeitssiulen. Erst nach einer gewissen 
Zeit erscheint ziemlich plétzlich ein Unterschied sowohl im Farbton als auch 
in der Helligkeit der gefarbten Fliissigkeitssiulen. Der beleuchtete Schirm 
darf nicht zu nahe dem schiefwinkligen T-Rohr liegen (30cm entfernt), 
da zur Vermischung der Lésungen eine langere Passage der Fliissigkeit 
im Glasrohr notwendig ist. Die AusfluBgeschwindigkeiten diirfen wahrend 
eines Versuchs keiner St6rung unterliegen. Bei zu starkem Jodausflul 
fallt die Starke aus der Lésung aus. Unterschiede in den AusfluBgeschwindig- 
keiten der beiden Lésungen haben Einflu8 auf die Farbnuancen. Die 
Farbenvergleiche miissen bei verschiedenen Starkekonzentrationen ver- 
schieden sein, deshalb mu das Glasrohr 2 (3) bei Anderung der Starke- 
konzentration von neuem gefiillt werden. Bei alkalischer Versuchslésung 
soll man, damit keine Entfarbung des Jods eintritt, essigsaure Jodlésung 
verwenden (wie bei L. Michaelis). 

Der Kontakt der Versuchslésung mit Quecksilber im GefaiB B ver- 
andert die Aktivitat der Amylase nicht (konstatiert bei Diastase abs. .Werck 
und bei Speichelamylase). Die Reduktionsbestimmungen wurden nach 
Willstdtter-Schudel ausgefiihrt. Zu den Versuchen wurde Starke und abs. 
Diastase- Merck benutzt. Die Starkekonzentrationen wurden in Prozenten 
des Trockengewichts angegeben. Alle Reaktionsvolumen = 160 ccm. 


3. Zusammenhang zwischen den Farbinderungen und den entsprechenden 
Reduktionswerten. 


Der erste bemerkbare Farbumschlag ist der Ubergang nach einer 
gewissen Reaktionsdauer von Blau nach Violett. Dieser Ubergang 
ist im Verhaltnis zu den beim weiteren Starkeabbau erscheinenden 
Farbtonanderungen scharf, so daB er schon deshalb zur Bestimmung 
der Amylasewirkung geeignet ist. Des weiteren entspricht diese Farb- 
iinderung auch dem kleinsten Umsatz der Reaktion, also ist dieselbe 
geeigneter zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit als die 
folgenden Farbtoninderungen (wie dies z. B. bei der Wohlgemuthschen 
Methode der Fall ist). Bei der Amylasewirkung haben wir es mit einer 
Reaktion, die einem Reaktionsverlauf erster Ordnung ahnelt, zu tun: 
deshalb eignen sich die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion zur 
Bestimmung von Amylaseaktivitaten. Der Amylolysegrad beim enzy- 
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matischen Starkeabbau verlauft, wenn man denselben in Reduktions- 
werten miBt, bis zu 35% igem Abbau proportional mit der Zeit. Es 
war von Wichtigkeit zu untersuchen, welchem Prozentsatz des Starke- 
abbaues die erste Farbainderung, die als eine meBbare GriBe zu be- 
handeln ist, entspricht. Weiter wurden auch die Reduktionswerte, die 
gleichzeitig mit den spiteren Farbumschligen erscheinen, bestimmt. In 
der Tabelle l wurden die Versuchsresultate zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Zusammenhang zwischen Farbtonainderungen und Reduktionswerten. 
or 0 


Konzentrationen: Starke 0,06°,, Amylase 0,025°, (Diastase abs. Merck), 
Acetatpuffer 0.05n. pu = 4,8. Temperatur 21,3°.  Reaktionsvolumen 





160 cem. Zeit bis zur Erscheinung der Farbanderungen in Minuten. 
%}9 des Reaktions- 
Farbtoninderung Minuten Endreduktions- geschwindigkeit 
wertes in ° 9 pro Minute 
— 1,85 25 13,5 
Wee kg ke ek ee 3,70 47 12,7 
0” ee eee 5,00 58 11,6 
Hell-Emechrot. . . . ..... 6,75 71 10,5 
RS c.g ep ww 9,50 87 9,2 
RE oe wae Sos S 11,50 90* 7.9 


* Absoluter Endreduktionswert fiir 100 — 54 mg Maltose in 100 cem. 


In der ersten Zeile der Tabelle I wurde der prozentuale Reduktions- 
wert, welcher der halben Zeitdauer bis zur Erlangung der ersten Farb- 
anderung entspricht, angegeben. Da hier nur ein 25° ,iger Reduktions- 
wert erreicht wurde, so ist die Zeitdauer, in welcher zwischen dem 
Grade des Abbaues und der Zeit Proportionalitat besteht, nicht iiber- 
schritten. Deshalb kann man diese Reaktionsgeschwindigkeit (letzte 
Kolonne = 13,5) als Anfangsgeschwindigkeit betrachten. Der fiir die 
Methode wichtigen Farbtoninderung (zweite Zeile) entspricht ein 
Reduktionswert von 47°, was den Bereich der erwahnten Proportio- 
nalitat iiberschreitet. Das ist auch ersichtlich an der aus dieser GréBe 
berechneten Reaktionsgeschwindigkeit (— 12,7). Dieselbe ist um 6% 
kleiner als die vorherige. Je spitere Farbtoninderungen herangezogen 
werden, desto kleiner werden die berechneten Reaktionsgeschwindig- 
keiten (letzte Kolonne). Und zwar wurde mit der Erscheinung der 
kirschroten Farbung (Wohlgemuthsche Methode) ein Reduktionswert 
von 71°, gefunden. Die daraus berechnete Reaktionsgeschwindigkeit 
(= 10,5) ist um 22% kleiner als die Anfangsgeschwindigkeit. Man 
bekommt diesen Abweichungsgrad, wenn man den ersten Moment des 
Farbumschlags (bei Erscheinung von Erythrodextrin) erfaBt. Es ist 
also noch der beste Fall, der bei der Wohklgemuthschen Methode ein- 
treten kann. 





5 E. A. Sym: 


Aus diesen und folgenden Versuchen ist zu entnehmen, daf bis 
zu einem tiber 40% igem Starkeabbau (in Reduktionswerten ausgedriickt ) 
keine Farbtondnderung der mit Jod gefdrbten Versuchslésung eintritt. 

Bei allen spaiteren Farbungen bleiben dieselben nie lingere Zeit 
erhalten, sondern man beobachtet einen fortwahrenden Wechsel der 
Nuancen his zur braunen Farbung, welche verhaltnismaBig langer an- 
dauert. 


4. Amylasewirkung bei kleinen Stirkekonzentrationen. 

Die weiteren Versuche wurden mit verschiedenen Amylasekonzen- 
trationen bei Anwendung einer 0,06° igen Starkelésung ausgefiihrt 
(Tabelle II). 

Tabelie Il. 
EinfluB der Amylasekonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit. 
Konzentrationen: Starke 0,06°,, Acetatpuffer 0,05n. pH = 4,8. Tem- 
peratur: 20,5°. Reaktionsvolumen: 160 cem. Zeit bis zur Erscheinung der 
ersten Farbtonainderung in Minuten. 





Amylasekonzentration Amylasekonzentration 


Ol Minuten < Minuten 
0,0125 10,20 0,125 
0,025 5,12 0,128 
0,05 2,76 0,138 
0,10 1,20 0,120 


Bei verschiedenen Starkekonzentrationen ist die anfaingliche blaue 
Farbe von verschiedener Tiefe, jedoch ist tiberall der Moment des 
Ubergangs von Blau nach Violettblau leicht zu erfassen. Der Einfluss 
der Stairkekonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit ist aus 
Tabelle IIT ersichtlich. 

j Tabelle I11. 

EinfluB der Starkekonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Kon- 

zentrationen: Amylase 0,02°,, Acetatpuffer 0,05 n. pu = 4,8. Temperatur: 
21,1 bis 21,3°. Reaktionsvolumen: 160 cem. 





Stirke- 
Amylase- Stirke- Starke- bigunettnenien Reduktions- 
konzentration || konzentration Minuten konzentration Minuten werte 
Minuten x Amylase- 
0), lg konzentration io 
| 0,02 1,62 0,0123 0,61 
0,02 0,04 3,44 0,0116 0,58 42 
| 0,08 7,37 0,0109 0,55 43 
( 0,02 0,67 0,030 0,60 
| 0,04 1.45 0,028 0,56 
0,05 0,08 2,70 0,030 0,60 46 
| 0.16 4.77 0,033 0,66 52 
0,32 9,78 0,033 0,66 54 








N 


ya _—- ss = 


wa 


=] 
| 


wet eee 


ad aa me | 








art 


“it. 
m- 
ler 


ue 


us 
us 


N- 








Bestimmung der Amylasewirkung. 9 


Aus den Tabellen IT und II kann man entnehmen, daf die Re- 
aktionsgeschwindigkeit proportional zur Amylasekonzentration, aber un- 
abhdngig von der Starkekonzentration ist. 

Je gréBer die Starkekonzentration, desto langer dauert die Zeit 
zur Erlangung des ersten Farbumschlags. Nach den Resultaten der 
vorigen Arbeit! (Tabelle IV) ware zu erwarten, daB bei kleinen Starke- 
konzentrationen eine mit Verringerung der Starkekonzentration kleinere 
Reaktionsgeschwindigkeit eintritt. Dies ist hier keineswegs der Fall. 
Man vermutete deshalb, daB die Reduktionswerte, welche den ersten 
Farbumschlagen entsprechen, bei VergréBerung der Starkekonzentration 
sich vergréBern wiirden. Dies hat sich bestatigt (letzte Kolonne der 
Tabelle ITT). Es ist eigentiimlich, daB die Resultate dieser beiden 
Bestimmungsmethoden nicht iibereinstimmen. Die colorimetrische 
Methode gibt (bei kleinen Starkekonzentrationen) ein regulares Bild. 
Es existiert eine von der Starkekonzentration unabhangige Reaktions- 
geschwindigkeit (vierte Kolonne der Tabelle III). Bei Benutzung der 
Reduktionsmethode erscheint diese RegelmaBigkeit erst bei gréBeren 
Starkekonzentrationen (1 bis 2%). Im nachsten Versuch wurden 
diese Resultate bestatigt (Tabelle IV). Durch Steigern sowohl der 
Starkekonzentration als auch der Amylasekonzentration (von 0,02 bis 
0,16°%) bekommt man den ersten Farbumschlag beinahe in derselben 
Zeit (dritte Kolonne der Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Finflu8 einer gleichsinnigen Erhéhung der Starke- und Amylasekonzentration 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Pufferkonzentration: 0,05 n. pr 4.8. 
Temperatur: 20,6°. 





Stirke- Amylase- - _ 

konzentration konzentration Minuten Reduktions- 

0 0 werte 

0 : ; 0 

0,02 0,02 1,74 

0,04 0,04 2.10 

0.08 0,08 1.98 43 

0.16 0,16 2,18 59 


5. Der py-Einflu8 auf die Amylasewirkung (Tabelle V). 

Die in der Tabelle V angegebenen Daten stimmen mit den Re- 
sultaten der vorigen Arbeit (Tabelle VII)? iiberein. Da zur Erlangung 
einer etwa 45°% igen Reduktion eine langere Zeit notwendig ist, ist 
hier die Amylaseinaktivierung bei Starkeabwesenheit viel gréBer als 
in den Versuchen der vorigen Arbeit (z. B. fiir py = 3.6). 


! Diese Zeitschr. 251, 116, 1932. 
2 Ebenda 251, 123, 1932. 
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Tabelle V. 


Der pu-EinfluB. Konzentrationen: Stirke 0,03°,., Amylase 0,025°,, 
Acetatpuffer 0,05 n. Einwirkungsdauer der Pufferldsungen bei Starke- 


abwesenheit 20 Minuten. Konzentrationen im Einwirkungssystem: Amylase 


0,075°., Acetatpuffer 0,05 n. 





Amylasezusatz 


Einwirkung te 


PH ohne Stirke Starkelisung 
Minuten Minuten 

3.6 oc 4,85 
4,0 27,0 1,92 

4.4 2.55 — 

4.8 1.60 1,87 
5,2 1,85 1.97 

5,6 2.66 2.03 

6,0 3,10 2.30 


6. Uber die Anwendung der Methode zur Bestimmung der Speichelamylase- 
wirkung. 

Der gesammelte Speichel wird gewogen und dann 100fach ver- 
diinnt. In das Kugelgefa8 B wird der Reihe nach gegeben: 1. 80 cem 
einer 0,12 °%,igen (Trockengewicht) Starkelésung, 2. 40 ccm 0,2 n Phos- 
phatpuffer von py = 6,8, 3. 40 ccm des verdiinnten Speichels. 

Nach der Zugabe von Speichel muB sofort die Stoppuhr in Be- 
wegung gesetzt und die Versuchslésung gut gemischt werden. Bei einer 
Temperatur von 22° dauert die Reaktion bis zum Farbumschlag je 
nach der Amylasestarke zwischen 80 bis 300 Sekunden. Die erste 
Farbtonanderung erscheint auch hier wie bei der Wirkung der Merck- 
schen Diastase ziemlich scharf. Beim Farbumschlag wurde ein Re- 
duktionswert von 31° bei einer Starkekonzentration von 0,06%, 
gefunden. 

Fiir klinische und andere Zwecke kann man bei Anwendung dieser 
Methode mit Leichtigkeit eine zweckmaBige Einheit der Amylase- 
wirkung ersinnen. 


Herrn Professor St. v. Przylecki spreche ich fiir das standige Interesse 
und wertvolle Ratschlage meinen aufrichtigen Dank aus. 
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Zum Chemismus 
der durch Aspergillus niger bewirkten Saiurebildungsvorgiinge '. 


VI. Mitteilung: 


Uber die Bildung der Glykol- und Glyoxylsiiure aus essigsauren Salzen. 


Von 
Konrad Bernhauer und Zofia Scheuer. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums det 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1932.) 


Beim biologischen Abbau der Essigséure finden wir zwei Wege 
realisiert”, und zwar einerseits die Kondensation zweier Molekiile unter 
Dehydrierung derselben und Bildung von Sernsteinsiure, ein Weg, 
der sich anstheinend insbesondere bei der Bernsteinsiure-Fumarsaure- 
girung vorfindet, und andererseits die direkte Oxydation der Essig- 
g £ ; 
siure unter Bildung von Glykolsaure. 

Die letztgenannte Saure wurde durch Einwirkung von Aspergillus niger 
auf essigsaure Salze von Challenger, Subramaniam und Walker® nach- 
gewiesen. (Aus 60 g Calciumacetat erhielten sie 5,6 g Glykolsiure.) Weiter- 
hin fanden die gleichen Autoren, daB auch Glvoxylsiéiure aus essigsaurem 
sowie glykolsaurem Calcium gebildet wird*, und ferner erhielten sie durch 
Einwirkung von Aspergillus niger auf Ammoniumglykolat auch Oxalsaure. 
Dagegen erhielten Raistrick und Clark® aus Glykol- und Glyoxylséure bei 
Einwirkung von Aspergillus niger trotz guten Wachstums keine Oxalséure. 


1 Fortsetzung der unter dem Titel ,,Zum Chemismus der Citronenséure- 
bildung durch Pilze** begonnenen Publikationsreihe. Es sollen in diesem 
Rahmen von nun an jene Arbeiten veréffentlicht werden, bei denen zwecks 
Aufklarung der Saéurebildungsvorgaénge im allgemeinen nicht von Zucker- 
arten, sondern von anderen Stoffen ausgegangen wird. 

? Siehe K. Bernhauer, Die oxydativen Gérungen, 8. 62, 113 usw. Berlin, 
Springer, 1932. 

3 Soc. 1927, S. 200. 

4 Weitere Literatur iiber die Bildung von Glykol- und Glyoxylsaéure 
siehe l.c. 2, 8. 114. 


5 ¢, 1920, I, 686. 
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In der vorliegenden Mitteilung stellten wir uns einerseits die Frage, 
wieweit das Vermégen zur Bildung von Glykol- und Glyoxylsaéure aus 
essigsauren Salzen verschiedenen Aspergillus niger-Stémmen zukommt, 
und weiterhin begannen wir mit der Klirung der Frage, wieweit der 
Weg der Oxalsiurebildung tiber Glykolsiure ein allgemeiner ist und 
wieweit andererseits der Weg tiber Bernsteinsdure fiihrt. 


Es zeigte sich zunachst, daB die Bildung der Glykol- und Glyoxyl- 
siure bei den einzelnen Pilzstimmen recht verschieden ist. Tabelle I 
gibt die diesbeziiglichen Ergebnisse wieder. 


Tabelle I. 








Anzahl Reaktion auf Glykolsaure 
ern a tee wait 2 Cr 
Essigsaures Salz — stark schwicher schwach negativ 
ilz- Ses.» er 
stimme Anzahl der Pilzstamme 
Ca-Acetat ... . 28 2 3 6 17 
Na-Acetat .... 27 2 4 5 16 
Glyoxylsaure 
Ca-Acetat .... 28 7 4 5 12 
Na-Acetat .... 26 7 7 4 8 
Oxalsaure 
35—53 % d 23—35°,  wenig bis 0 
d. Th. d. Th. Spuren 
Na-Acetat .... 26 6 6 8 6 


Anmerkung. Die Reaktion auf Glykol- und Glyoxylsaure war bei den 
Na-Acetatversuchen stets relativ starker als bei den Ca-Acetatversuchen, 
was in der obigen Tabelle nicht zum Ausdruck kommt. 


Die Versuche zeigten zugleich, daB die Glykolsiure rasch wieder 
aus den Pilzkulturen verschwindet und daB sodann Glyoxylsaure auftritt. 


Versuche zur Klarung der Frage, ob die Oxalsiurebildung aus Essig- 
siure vornehmlich tiber Glykolsiure oder iiber Bernsteinsadure fibrt, 
unter Verwendung von drei verschiedenen Aspergillus niger-Stammen, 
ergaben, daB aus Na-Acetat im Durchschnitt die héchsten Ausbeuten 
an Oxalséure gebildet wurden, wogegen aus Na-Glykolat nur durch 
einen Pilz geringe Mengen Oxalsiure entstanden. Aus _bernstein- 
saurem Natrium wurde durch einen Pilz sogar mehr Oxalsiure gebildet 
als aus Na-Acetat, durch die beiden anderen Pilze jedoch wesentlich 
weniger. Zur Entscheidung der aufgeworfenen Frage miissen Versuche 
auf breiterer Grundlage durchgefiihrt werden, doch diirfte nach den 
bisherigen Ergebnissen der Weg iiber Bernsteinsiure als Hauptweg 
mehr Wahrscheinlichkeit besitzen. 
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Auch fiir die Klarung des Chemismus der Citronensdurebildung er- 
gaben die Versuche einige Anhaltspunkte, indem sich zeigte, dap dir 
primdren Abbauprodukte der Essigsdure, also Bernsteinsdure sowie Glykol- 
sdure, nicht nur in Oxalsiure, sondern auch in Citronensdure umgewandelt 
werden kénnen. Hinsichtlich Vorstellungen iiber den Weg dieser Um- 
wandlung kann auf die Diskussion dieser Frage in der vorangegangenen 
Mitteilung! verwiesen werden. Weitere Versuche zur Klarung der auf- 
geworfenen Frage sind in Gang. 


Experimentelles. 


Versuchsreihe 65 (Nr. 1021 bis 1076). Verwendung aller Pilzstamme. 
Je zwei Parallelversuche; direkt auf Ca-Acetat wachsen gelassen. Nahr- 


Tabelle II. 





Ca-Acetat Na-Acetat 
Reaktion auf Reaktion auf 
Pilz- Ver- ; ; Oxalsdure 
stamm : Glykol- Glykol- Glyoxyl- Versuchs- Glykol- Glyoxyl 
—_ siure sdure siure Nr. siure siure 
am am am am am 0 
10.Tage 15.Tage 15. Tage 15.Tage 15. Tage g d. Th 
I 1021/22 schw. s.schw. © st. 1077/78 schw. schw. 0 
II 1023/24 schw. s.schw. st. 1079 80 st. st. 106 585 
III 1025/26 st. = s.schw. _ st. 1081/82 infiziert 
IV 1027/28 0 0 st. | 1083/84 0 schw. 0,72 36,4 
V 1029/30 0 0 0 1085 86 schw. st. Spur _ 
VI 1031/32 © st. 0 schw. 1087/88 0 st. 0.8 403 
VII 1033/34 s.schw. 0 schw. 1089/90 0 6 Spur 
VIII 1035/36 sehw. 0 0 1091/92 schw. s.schw. 0 
IX. 1037/38 0 0 0 1093/94 s.schw. schw. 0,56 28.2 
X 1039/40 0 0 0 1095 96 st. st. OS 403 
XI 1041/42 sschw. 0 s.schw. 109798 0 0 0 
XII 1043/44 0 0 0 1099/1100 =O schw. O48 24,2 
XIII 1045/46 s.schw. 0 0 1101/02 0 0 wenig 
XIV 104748 s.schw. 0 st. 1103/04 0 st. 0.6 30,2 
XV_ 1049/50 0 0 schw. 1105/06 s.schw. schw. 0,8 40,3 
XVI 1051/52 0 0 0 1107/08 (s.schw. st. Spur 
XVIL 1053/54 0 0 0 1109.10 0 s.schw. Spur . 
XVIII 1055/56 0 0 0 1111/12 0 s.schw. wenig — 
XIX. 1057/58 0 0 st. 1113/14 0 schw. 046 23,2 
XX 1059/60 0 0 s.schw. 1115/16 0 st. 064 32.3 
XXI_ 1061/62 0 0 0 1117/18 0 0 0 
XXII 1063/64 s. schw. 0 st. 1119/20 0 s.schw. wenig - 
XXIII 1065/66 0 0 s.schw. 1121/22 schw. schw. 0,52 264 
XXIV_ 1967/68 s.schw. 0 schw. 1123/24 0 - 
XXV_ 1069/70 0 0 s.schw. 1125/26 0 0 0 
XXVI_ 1071/72 0 0  s.schw. 1127/28 © s.schw. 0 wenig 
XXVIII 1073/74 0 0 0 1129/30 — s.schw. 0 wenig 
XXVIII 1075/76 0 0 0 1131/32 0 0 0 
Zeichenerklirung: st. = stark positiv, sechw. = schwicher positiv, s. schw seht 


schwach positiv. 


1 Bernhauer u. Siebenduger, diese Zeitschr. 240, 232, 1931. 
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losung!: 1,5°,, Ca-Acetat, 0,035°,, Ammonnitrat, 0,008°,, Kaliumdihydro- 
phosphat, 0,008°,, Magnesiumsulfat, 0,00046°., Eisensulfat, 0,00046° , 
Zinksulfat. Temperatur 28 bis 32°. Probeentnahme am 10. und 15. Tag. 
Priifung auf Glykolsaiure (Codeinreaktion), Glyoxylsiure (Naphthoresorcin- 
reaktion) und Oxalséure. Ergebnisse in Tabelle Il. Mycelentwicklung 
durchweg sehr schwach, nur Stamm XXIV _ bildete eine geschlossene, 
mit Sporen bedeckte Pilzdecke. 


Versuchsreihe 66 (Nr. 1077 bis 1132). Verwendung aller Pilze, wie 
zuvor, nur statt Ca-Acetat 1,5°.. Natrrumacetat. (Je 100cem Lésung 
in 100 cem fassenden Erlenmeyer-Kolben.) Tabelle Il. Die Farbreaktionen 
auf Glykol- und Glyoxylséure waren hier ganz allgemein bedeutend inten- 
siver als in den Versuchen mit Ca-Acetat. Das Mycel war gleichfalls viel 
stairker entwickelt: Meist geschlossene (wenn auch diinne) Decken mit 
Sporen. 


Versuchsreihe G8 (Nr. 1143 bis 1162). Analog wie Versuchsreihe 66, 
aber mit 3°,iger Na-Acetatlésung. Verwendet von fiinf verschiedenen 
Pilzstammen. Abbruch der Versuche am 10. Tag. Glykolséure war zu 
diesem Zeitpunkt kaum mehr nachweisbar. Ferner wurde auch auf andere 
Sauren gepriift (s. Tabelle 111). Citronenséure war iiberall abwesend. 


Tabelle III. 





Oxalsiure Reaktion auf 
Versuchs- Pilz- a pees | Se ielaiai ‘ 
Nr. stamm Glyoxyl- Apfel- Malon- Wein- 
g 0/, d. Th. siure siure siure siiure 
1143 44 I 1,12 28,1 +++ ++ +++ 0 
1145/46 il 1,08 27,2 T+r++ ++ eT 0 
1147/48 X 1,92 On j4+4++4| + +++ Spur 
1149/50 = XX 1,8 451 +++ +4 ++ 0 
115152 ) XXVI 0,6 40,1 ttt ++ ++ + rr 


Versuchsreihe 69 (Nr. 1163 bis 1189). Es wurden hier die Pilzstémme II, 

XV und XXV zunachst auf einer Zuckernéhrlésung (10°, Rohrzucker, 
0,2°,, Ammonnitrat, 0,1°., Kaliumdihydrophosphat, 0,025°,, Magnesium - 
sulfat) zur Entwicklung gebracht und nach viertégigem Wachstum bei 
28 bis 32° die Nahrlésung durch Lésungen von Natriumacetat (5,6°, 
2,5°.ig an Essigséure), Na-Glvkolat (3.2°,ig an Glykolséure) und 
Na-Succinat (2,5°,ig an Bernsteinséure) ersetzt. Die Pilzdecken wurden 
auf je 100cem Nahrlésung zur Entwicklung gebracht und auf 80 ecm 
Lésung arbeiten gelassen. Am 4., 5. und 6. Tag wurden Proben entnommen 
und auf Oxalséure und Citronenséure gepriift. Am 7. Tag wurden die 
Versuche abgebrochen, die Parallelversuche vereinigt und analvysiert 


(Tabelle IV). 


1 Analog der von Challenger, Subramaniam und Walker (1. c.) verwen- 


deten Nahrlésung. 











=~ Ts 


~ TF 


Durch Aspergillus niger bewirkte Saéurebildungsvorginge. VI. 15 


Tabelle IV. 








Versuchs-Nr. 


1163 64 
1165.66 
1167/68 
1169/70 
1171/72 
1173/74 
1175/76 
1177/78 
1179/80 


—" Pilzstamm 

| II 

lissigsaure X\\ 

\) xxv 

( Il 

Glykolsaure X\ 

| =XxXxv 

| II 

Bernsteinsaure XV 
| oXNX\ 


Oxalsaiure 


£ 


0,12 


0.04 
0.16 
1,95 


Citronensaure 


Spur 
Spur 
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der durch Aspergillus niger bewirkten Siurebildungsvorginge. 


VII. Mitteilung: 
Uber die Umwandlung von Alkohol in Citronensiure. 


Von 
Konrad Bernhauer und Norbert Béekl. 
Unter Mitwirkung von Hans Siebeniuger. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums det 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 30, Juni 1932.) 


In einer friiheren Mitteilung! konnte gezeigt werden, daB Mycelien 
zweier Aspergillus niger-Stamme (XIII und XIX) zur Bildung von 
Citronensdure neben Oxalsiure aus Alkohol unter bestimmten Be- 
dingungen befahigt sind. Dadurch konnte das erstemal wieder der 
seinerzeitige Befund von Mazé und Perrier? iiber die Umwandlung von 
Alkohol in Citronensiure bestatigt werden, wogegen Versuche von 
Buchner und Wiistenfeld®, Herzog und Polotzky* sowie Wehmer® negativ 
verlaufen waren®. Die in unserer erwahnten Mitteilung erhaltenen Aus- 
Bernhauer u. Siebenduger, diese Zeitschr. 240, 232, 1931. 

2 C. rv. 189, 311, 1904. 

8 Diese Zeitschr. 17, 395, 1909. 

4H. 59, 125, 1909. 

5 Chem.-Ztg. 37, 1393, 1913. 

® .Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen haben auch Chrz@szcz. 
Tiukow und Zakomorny (diese Zeitschr. 250, 254, 1932) iiber die Bildung 
von Citronensiure neben anderen Séuren wie Essigsaéure, Fumarsaure, 
Apfelséure, Oxalsiure, bei der Einwirkung von Penicilliumarten auf Alkohol- 
lésungen in Gegenwart von CaCO, berichtet. Die von diesen Autoren 
erhaltenen Ausbeuten an Citronenséure waren jedoch stets auBerst gering 
und betrugen im besten Falle 1,2°,., des angewendeten Alkohols, die von uns 


oO 


erhaltenen Ausbeuten betrugen dagegen im besten Falle tiber 36°. (Versuch 1404 
und 1405), sind also von ganz anderer GréBenordnung; auBerdem erzielten 
wir hohe Ausbeuten in sehr kurzer Zeit (vielfach bereits am zweiten Tage. 
langstens am siebenten Tage), wahrend die genannten Autoren ihre Pilze 








bet 


gel 
Wi 
28 

Ein 
het 
da; 


au 


aul 
ery 
An 
Zu 
scl 
ark 
dey 
die 
ein 
au 
De 
all 
ers 
nu 
die 
be: 
Wi 
lic 


au 
Cit 
Ci 
iib 
Es 
ge 
18 
eil 
de 
ge 


zu 
vo 


du 








Ze 








K. Bernhauer u. N. Bé6ckl: Durch Aspergillus niger usw. VLI. 17 


beuten an Citronenséiure waren allerdings verhiltnismaBig noch sehr 
gering (etwa bis 5°, der Theorie, bezogen auf angewandten Alkohol). 
Wir verfolgten inzwischen diesen Vorgang unter Einbeziehung von 
28 verschiedenen Aspergillus niger-Stimmen weiter und gelangten bei 
Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen nunmehr zu recht er- 
heblichen Ausbeuten an Citronensdure (bis iiber 25°%, der Theorie), so 
dap es immer wahrscheinlicher wird, dap auch die Citronensdurebildung 
aus Zucker wohl tiber Alkohol fiihrt. 


Bei diesen Versuchen wurden fertige Pilzdecken verwendet, die 
auf 2°,ige Lésungen von Alkohol einwirken gelassen wurden. Dabei 
erwies sich ein Zusatz von Kaliumhydrocarbonat fiir die Bildung bzw. 
Anhaufung der Citronensaure als vorziiglich geeignet. Versuche unter 
Zusatz von Natriumhydrocarbonat sowie ohne Zusatz verliefen weitaus 
schlechter. Weiterhin zeigten sich auch hier wieder, wie bei der Ver- 
arbeitung essigsaurer Salze, sehr wesentliche Unterschiede im Verhalten 
der einzelnen Pilze. Dies bildet wiederum eine Bestatigung dafiir, daB 
die Klarung der in Frage stehenden Probleme nur unter Anwendung 
einer groBen Anzahl verschiedener Pilzstamme unter gleichzeitiger 
ausreichender Variation der Versuchsbedingungen mdglich erscheint. 
Denn gerade dadurch, daB dieser Punkt bei friiheren Untersuchungen 
allzusehr auBer acht gelassen wurde, fiihrte dies entweder nur zu Teil- 
ergebnissen oder zu verwirrenden Resultaten, da bei Anwendung von 
nur einem oder weniger Pilzstimmen nie ermessen werden kann, wieweit 
die mit diesen gemachten Befunde fiir andere Pilzstimme Giiltigkeit 
besitzen und fiir die Klarung der in Frage stehenden Vorginge von 
Wert sind. Auf die Bedeutung dieser Tatsache mu8 daher nachdriick- 
lichst hingewiesen werden. 

Die Umwandlung von Alkohol in Citronensiure geht am besten 

aus der folgenden Ubersicht (Tabelle I) hervor, in der die Anzahl der 
Citronensaure bildenden Pilze und die prozentuellen Ausbeuten an 
Citronensiure verzeichnet sind. Zum Vergleich ist auch eine Ubersicht 
iiber die Umwandlung essigsaurer Salze in Citronenséure angeschlossen!. 
Es ist ersichtlich, daB aus Alkohol im allgemeinen mehr Citronensiure 
gebildet wurde als aus essigsauren Salzen. 
18 bis 22 Tage einwirken lassen muBten. Daher diirfte unseren Ergebnissen 
eine weitaus gréBere Beweiskraft zukommen. Ferner kénnte angesichts 
der geringen von den erwahnten Autoren erzielten Ausbeuten auch ein- 
gewendet werden, daB die Citronensiure eventuell auch aus Reserve- 
kohlenhydraten des Pilzmycels entstanden sein kénnte und nicht aus dem 
zugesetzten Alkohol, wenn dies auch nicht unsere persénliche Uberzeugung 
vorstellt.** 


1 Gem&éB den friiher erzielten Ergebnissen (K. Bernhauer u. H. Sieben- 
duger, 1. ¢.). 
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Tabelle I. 





Citronensiurebildung (in °/) der Theorie, bezogen auf 


Anzahl der angewendeten Alkohol bzw. Essigsiéure) 


ver- 
Art der Versuche wendeten es | era aa “ 

Pilz- a ss oe ao tas deutl. mS one 
3 | + KHCO, 28 1 2 5 6 2 8 5 
S, + NaHCO; 27 0 0 0 3 6 11 7 
= | ohne Zusatz 27 0 0 AL — 6 18 3 
Ca-Acetat . .. 28 0 0 0 1 0 6 21 
K-Acetat . .. 17 0 0 0 1 3 8 5 
Na-Acetat . . . 23 0 3 : 2 2 8 10 


Die Ausbeute an Oxalsdure aus Alkohol blieb in der Regel hinter 
der an Citronensiure etwas zuriick, wogegen die Oxalsiurebildung aus 
Acetaten wieder weitaus intensiver war (Tabelle II). 


Tabelle II. 





Oxalsiurebildung (in °/, der Theorie, bezogen auf 


Anzahl der aa 
Anzahl d angewendeten Alkohol bzw. Essigsaure) 


ver- 

Art der Versuche wendeten ———— - 
Pilz- ” ‘ é : : . keine 
stimme 40-50 30—40 20—30 10—20 5-10 1—5 Spuren Oxal- 
saure 
= ( + KHCO, 28 0 oO 1 1 21 ae 0 
3) + NaHCO, 29 0 0 0 0 6 16 0 0) 
— | ohne Zusatz 28 0 0 0 0 0 1 0 27 
Na-Acetat . . . 27 6 5 4 2 6 2 2 0 
K-Acetat . .. 13 oe 3: 8 0 0 1 2 1 9 


Von sonstigen Sauren konnte in den Alkoholversuchen vielfach 
Apjel- und Weinséure nachgewiesen werden. Auch hierfiir erwies sich 
der Zusatz von Kaliumhydrocarbonat am giinstigsten. Insbesondere 
Weinsaure konnte dabei in fast allen Pilzkulturen aufgefunden werden, 
Apfelsaure nur in relativ wenigen Fallen. Ein ahnliches Verhalten zeigte 
sich in den Versuchen, bei denen Natriumhydrocarbonat zugesetzt 
worden war. Dagegen wurde in den Versuchen ohne Zusatz Apfelsiure 
von der annadhernd gleichen Anzahl von Pilzen gebildet wie Weinsaure. 


Bereits in der obenerwahnten Mitteilung wurde auch der Befund 
erwihnt, daB in einer Anzahl von Versuchen mit essigsauren Salzen 
Substanzen gebildet wurden, die Fehling sche Lésung reduzierten. Analoge 
Beobachtungen konnten wir nun auch bei den jetzigen Versuchen iiber 
die Verarbeitung von Alkohol machen. Dabei zeigte sich in den Versuchen 
ohne weiteren Zusatz sowie in denen mit Kaliumhydrocarbonat bei 
einigen Pilzen ein auffallend starkes Reduktionsvermégen. Als Glucose 
berechnet entsprach dasselbe bis 0,6 g aus 2g Alkohol. Falls es sich 
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dabei tatsichlich um eine Hexose (Glucose) handeln sollte, miBte 
man erwarten, daB dieselbe etwa auf folgendem Wege aus Alkohol 
entsteht : 


4CH,OH 4COOH 2CO0H 2CO0OH 2CO0OH 2CO0H 
CH, CH, CH, CH CHOH CoO 
——jp> > —_—_ 
CH, CH CH, CHy 
COOH COOH COOH COOH 
2COO0OH 2COOH 2CHO —> CoH Cs 
| 
> S3«§ CO Oo CHOH —»> CO 
CHg CH, CH, 
+ 
200, 


4 Mol Alkohol wiirden daher 1 Mol Hexose liefern: die von uns 
erhaltene Menge (berechnet aus dem Reduktionsvermégen unter der 
genannten Voraussetzung) wiirde daher etwa 30°, der Theorie aus- 
machen (4 Mol Alkohol = 184 entsprache 1 Mol Hexose 180). Zur 
Klarung der bestehenden Verhaltnisse ist eine eingehendere Unter- 
suchung im Gange. 


Im Hinblick auf den Chemimus der Citronensaurebildung sollen 
daher aus den gemachten Befunden noch keine endgiiltigen Schliisse 
gezogen werden, doch erhalt man den Eindruck, daB die Citronensaure 
nicht erst aus dem gegebenenfalls gebildeten Zucker entsteht, sondern 
daB deren Bildung in einem friiheren Punkt des obigen Schemas ab- 
zweigt (und zwar wohl bei der Essigsiure oder Bernsteinséure). Es 
wire auch leicht vorstellbar, daB je nach den vorhandenen Bedingungen 
der Weg des Abbaues entweder in der Richtung der Citronensaurebildung 
oder der eventuellen Zuckerbildung verlaufen kann. Weiterhin werden 
auch Beziehungen zu der Pilzstarke im Auge zu behalten sein. Dem- 
nichst werden wir eingehender hierauf zuriickkommen. 


Experimentelles. 


Es wurde im wesentlichen analog wie in der obenerwaéhnten Mitteilung 
(l.¢.) vorgegangen, indem die Pilze auf Rohrzuckerlésung (10°,ig) und 
Nahrsalzen (0,2°,, Ammonnitrat, 0,1°., Kaliumdihydrophosphat, 0,025 ° 
Magnesiumsulfat) nach Zusatz einer Stimulatormischung 4 Tage lang bei 
32 bis 34° zur Entwicklung gebracht wurden. Die Zuckerl6sung wurde so- 
dann in iiblicher Weise durch eine 2° ,,ige Alkohollésung ersetzt, die noch 
die gewiinschten Zusatze enthielt. Vom zweiten Tag an wurden Proben 
entnommen und auf Oxalsiure und Citronenséure gepriift. Nach Abbruch 
der Versuche wurde die Oxal- und Citronenséiure bestimmt, auf Apfel- 
und Weinséure mittels der Diazo- bzw. Resorcinreaktion, sowie auf das 
Reduktionsvermégen mittels Fehlingscher Lésung gepriift. 
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Tabelle V. 





Citronenséure am — — ea 
Versuch ae : 
stamm rerechnet 
, 2. Tag 7. Tag am 7. Tag ~~ _ ‘ee hme a 
Nr. 2 ecm gin 100 cen 
1330 31 I 0 Spur > -4 0 4. 
1332 33 II — + + of. fof. 0 i 
1334/35 II Spur a + + 0 —_ 
1336/37 IV 0 + + 0 an 
1338/39 V 0 Spur - + 0 _ 
1340/41 VI 0 -f. + 14. 0 — 
1342/43 VII + +--+ _ — 0 ~ 
1344/45 VII a Spur 0 0 ~~ 
1346/47 IX Spur a +S +? 8.47 0,31 
1348/49 X + + +. 0 = 
135051 XI 0 Spur ~ 0 0 — 
1352/53 Xl, + ++ + 0 0 —_ 
1354/55 XIII Spur a 0 + 0 _ 
1356/57 XIV se oe ++ ? 7,01 0,26 
1358/59 XV t+ ++++ +4 ? 4.2 0,16 
1360/61 XVI + wean —_ + Spur — 
1362/63 XVII Spur +> + +? 0 -—- 
1364/65 XVIII 0 0 + - 0 
1366/67 XIX 0 Spur _ ++ 0 — 
1368/69 XX + + + +: 0 oe 
1370/71 XXI 0 0 +t 0 - 
1372/73 XXII 0 0 +. ++ 0 — 
1374/75 XXII 0 Spur +- at 0 — 
1376/77 XXIV 0 Spur oo - 0 —_ 
1378/79 XXV - ++++ a+ ? —— — 
1380/81 XXVI Spur + ~+ + 0 —_ 
1382/83 XXVIT +++ ++-+- ++ t 4 — 
1384/85 XXVIT Spur -— + os 0 = 
’ 


Versuchsreithe 73 (Nr. 1218 bis 1273). Die Pilzdecken der 28 Asper- 
‘gillus niger-Stémme wurden auf eine Lésung einwirken gelassen, die 2° 
Alkohol und 0,5°,, Kaliumhydrocarbonat enthielt; je 100 cem Lésung 
pro Versuch, in 300 ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben; je zwei Parallel- 
versuche pro Pilz. Vornahme der Proben am zweiten und vierten Tag. 
Analytische Befunde aus Tabelle III ersichtlich. Die Angaben beziehen sich 
jeweils auf einen Doppelversuch (200 cem Lésung, 4g Alkohol). 

Versuchsreihe 74 (Nr. 1274 bis 1329). Ganz analog wie vorhergehende 
Versuchsreihe, aber unter Zusatz von 0,5°,, Natriumhydrocarbonat statt 
Kaliumhydrocarbonat (Tabelle IV). 

Versuchsreithe 75 (Nr. 1330 bis 1385). Ebenso, aber nur auf reine: 
Alkohollésung, also ohne jeden Zusatz (Tabelle V).  Etwas Oxalséure 
wurde hier nur durch Stamm XXVII gebildet. 

Versuchsrethe 76 (Nr. 1386 bis 1427). Die besten Pilze wurden nochmals 
auf Alkohol in Gegenwart von Kaliumhydrocarbonat einwirken gelassen, 
zur Feststellung, in welchem Zeitpunkt am meisten Citronenséure vor- 
handen ist. Die Citronenséureausbeuten waren allgemein etwas schlechte1 
als in Versuchsreihe 73 (Tabelle VT). 
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Tabelle VIII. 





Reduktion von 





— ; Fehling 
Versuch Pilz- | suchs- Citronen-| Apfel- Wein- — 
stamm dauer siure sdure saéure me Ca berechnet als 
| ‘ns Pad Glucose 
Nr Tage . in 100 cem 
1440/41 l 2 +++) ++ + 5,92 0,22 
1442/43 IX 4 pomees + 0 7,78 0,28 
1445/46 | i 9 + 4 + 10°36 054 
1447/48 l | 2 ++ + } 3,7 0,14 
1449/50 | XIV 4 +++ 0 + 5,18 0,19 
145152 | li 9 shod 0 + 8.97 0:3 
1453/54 l { 2 +44!) +4 + 9.63 0,38 
1455/56 XV } 4 ++ + +++ 11,11 0,44 
1457/58 | li 7 + 4 13.33 0.53 


Versuchsreihe 77 (Nr. 1428 bis 1439). Der beste Pilz (XX) wurde noch 
mals auf Alkohol in Gegenwart von Kaliumhydrocarbonat einwirken 
gelassen, und je zwei Parallelversuche taglich abgebrochen. Wie ersichtlich, 
findet allmahlicher Anstieg der Citronenséuremenge statt (Tabelle VII). 

Versuchsreihe 78 (Nr. 1440 bis 1457). Die Pilze, die am meisten redu- 
zierende Substanz aus Alkohol ohne weiteren Zusatz gebildet hatten, 
wurden nochmals in je sechs Versuchen analog angesetzt unter Verfolgung 
des Reduktionsvermégens (Tabelle VIII). Der allmahliche Anstieg des 
Reduktijonsvermégens ist sehr gut ersichtlich. Die Bildung von Saéuren 
ist gleichfalls verzeichnet; Oxalsiure fehlte tiberal!. 


Zusammenfassung, 


1. Es wurde gefunden, daB unter 28 Aspergillus niger-Stammen 
eine sehr groBe Anzahl das Vermégen zur Bildung von Citronensdurs 
aus Alkohol besitzt. Dabei warden vielfach recht erhebliche Ausbeuten 
an Citronensaure erzielt (bis iiber 25°, der Theorie, bezogen auf an- 
gewendeten Alkohol). 

2. Neben Citronensiure wurde aus Alkohol auch Ovalsdure ge- 
bildet, aber meist weniger. 

3. Ferner konnte in den Alkoholversuchen vielfach auch A pfelséuré 
und Weinsdure nachgewiesen werden. 

4. Oft wurde in diesen Versuchen auch eine Fehlingsche Lésung 
in der Hitze stark reduzierende Substanz (vielleicht Zucker) gebildet. 
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Zum Chemismus 
der durch Aspergillus niger bewirkten Siurebildungsvorginge. 


VIII. Mitteilung: 


Uber die Umwandlung von Aconitsiure in Citronensiure und Weiteres iiber 
den Abbau der Essigsiure. 


Von 
Konrad Bernhauer und Norbert Béeckl. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


ir. 
a 


(Eingegangen am 30. Juni 1932. 


Chrzaszez und Tiukow! fanden als erste, daB durch Einwirkung 
eines Penicillium X auf essigsaure Salze neben Oxal-, Bernstein-, Fumar- 
und Apfelsiure auch Citronensaure gebildet wird. Wir konnten sodann 
unter Heranziehung einer groBen Anzahl von Aspergillus niger-Stammen 
zeigen®, daB das Vermégen zur Citronensiurebildung aus Acetaten 
recht allgemein verbreitet ist, wodurch wir der Anschauung, da die 
Citronensaurebildung aus Zucker wohl auch iiber Essigséure fiihrt, 
gréBeren Nachdruck verleihen konnten. Die Citronensaure tritt dabei 
neben den genannten Saéuren auf, und es erschien nun weiterhin die 
Beziehung der Citronensiure zu diesen anderen Séuren von grobem 
Interesse. Wir suchten daher zunachst einen brauchbaren Weg zur 
Isolierung und Bestimmung der einzelnen Séuren im gegebenen Zu- 
sammenhang ausfindig zu machen, um sodann die gegenseitige Be- 
ziehung der einzelnen Sauren zueinander, die Reihenfolge ihrer Bildung 
und ihres Abbaues in den Pilzkulturen auf Acetaten eingehender unter- 


1 Diese Zeitschr. 229, 343, 1930. 
2 Bernhauer u. Siebenduger, ebenda 240, 232, 1931. 
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suchen zu kénnen. Im folgenden soll ein kleiner Beitrag zu dieser Frage, 
insbesondere in methodischer Hinsicht, geliefert werden. 

Bei der Verarbeitung von 3 Liter einer 5,6 °%,igen Na-Acetatlésung 
75 g Essigsaure) in zwei Fernbach-Kolben mit fertigen (auf Rohrzucker 
in tblicher Weise entwickelten) Pilzdecken unseres Stammes XIX er- 
hielten wir nach 7 Tagen bei 32° gemaB der analytischen Bestimmung 
bzw. bei priparativer Isolierung folgende Mengen an Sauren: 


Tabelle I. 





" Analytisch bestimmt Priparatiyv isoliert 
Erhaltene Séiuren J I 


g & 
Oxalsiure .... 10,88 — 
Citronenséure . . . 11,0 6,55 
Bernsteinsiure . . Spuren ? 6 
Fumarsaure. .. . ~- 0,2 
Apfelsture . . . . — 0,8 


Die Trennung und Isolierung der einzelnen Sauren erfolgte in der 
Weise, daB zunachst die Fumar- und Oxalsaure als Quecksilbersalze 
gefallt und das Filtrat nach der Behandlung mit Schwefelwasserstoff 
mit Kalkwasser iibersittigt und weiter nach den Angaben Schorls! 
vorgegangen wurde. 


Durch weitere Versuche suchten wir zum Chemismus der Citronen- 
siurebildung aus Essigsiure beizutragen. Die fiir diesen Umwandlungs- 
vorgang méglich erscheinenden Wege wurden bereits friiher auseinander- 
gesetzt?. Unter den dort genannten Méglichkeiten wahlten wir hier 
den Weg der eventuellen Citronensdurebildung iiber Aconitsdure fiir die 
eingehendere Untersuchung, und zwar suchten wir festzustellen, ob 
Aconitsaéure in Citronensadure iibergefiihrt werden kann. Insbesondere, 
da Apfelsiure und Citronensaéure physiologisch gleichwertig erscheinen 
und als Vorstufe der Apfelsiure die Fumarsaure anzusehen ist (bzw. da 
die beiden biologisch leicht ineinander iiberfiihrbar sind), legte dies 
die Vermutung nahe, daB ahnliche Beziehungen zwischen Citronensaure 
und Aconitsiure bestehen kénnten, daB also in Analogie die Aconit- 
siure die unmittelbare Vorstufe bei der biologischen Bildung der Citronen- 
siure vorstellen kénnte. 

Bei Versuchen, bei denen die Pilzdecken von sieben Aspergillus 
niger-Stammen auf das K-Salz der Aconitsiure einwirken gelassen 
wurden, zeigte sich auch tatsaéchlich, daB alle imstande waren, Citronen- 
siure zu bilden, wenn auch die meisten nur in geringen Mengen oder 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 13, 367, 1900. 
* Bernhauer u. Siebenduger, 1. c. 
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Durch Aspergillus niger bewirkte Séurebildungsvorginge. VIII. 9 27 


Spuren, einer der Pilze (Stamm III) jedoch in sehr erheblichem Ausmab 
(iiber 20°, der Theorie), ohne dabei eine Spur Oxalsiure zu _ bilden, 
wahrend die anderen Pilze vielfach sehr reichliche Mengen an Oxalsaure 
erzeugten. Daneben trat stets auch, insbesondere bei Stamm III, 
starkes Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Lésung auf. Ge- 
rade dieser Pilz vermag jedoch Zucker nicht gut in Citronensiure um- 
zuwandeln, so daB es nicht wahrscheinlich ist, daB die Citronensaure 
erst tiber den eventuell gebildeten Zucker entstand, sondern wohl durch 
direkte Anlagerung eines Molekiils Wasser an Aconitsiure. Der gleiche 
Pilz vermag auch die umgekehrte Reaktion durchzufiihren, also 
Citronensiure in Aconitsiure umzuwandeln. 


Ebenso wie die Bernsteinséure die Vorstufe der Fumarsaure vor- 
stellt, konnte auch hier eventuell die Tricarballylsiure als physiologische 
Vorstufe der Aconitsaure in Betracht kommen, etwa gemaB dem Vorgang: 


CH,.COOH CH,.COOH CH,.COOH 
CH,.COOH CH,.COOH — CH.COOH —» 
“he — Hy 
CH,.COOH CH,.COOH 

CH.COOH CH,. COOH 
+ H,O 
— €.COOH — C(OH)COOH 
CH,.COOH CH,.COOH 


Mit Versuchen zur Klarung der aufgeworfenen Frage sind wir beschaftigt !. 


Experimentelles. 


Verarbeitung von Na-Acetat. 
In zwei Fernbach-Kolben von je 5 Liter Inhalt wurden die Pilzdecken 
in iiblicher Weise zur Entwicklung gebracht (10°,, Rohrzucker, Salze wie 
iiblich, 4 Tage bei 32°) und sodann auf Na-Acetatlésung 7 Tage bei 32° 


arbeiten gelassen (je 1'/, Liter 5,6°,ige Loésung 2.5°.ig an Essigséure). 
Aufarbeitung: Bestimmung der Oxalséure (10,88 ¢ 6,48", der an- 
gewendeten Essigsaéure 4,32°., d. Th.); Bestimmung der Citronensiure 


(11,0 ¢ 8,95°,, der Essigsiure = 8,39°,, d.Th.). Priifung auf Fumar- 
siure (mit salpetersaurem Mercuronitrat) und Apfelséure (mit Diazo- 
reagens) positiv; Bernsteinséiure fraglich (Eisenchloridreaktion); Weinsiéure 
negativ. Préparative Isolierung der Saéuren: 


1 Es wird dabei zu beriicksichtigen sein, daB nicht nur ein einziger Weg 
der Citronensaurebildung realisiert zu sein braucht. Hierauf deuten auch 
unsere Versuchsergebnisse iiber die Umwandlung von Glykolsaure in 
Citronenséure hin (s. die vorangehende Mitteilung von AK. Bernhauer und 
Z. Scheuer). 





28 K. Bernhauer u. N. Béckl: 


Einengung der Fliissigkeit, Zusatz von 
salpetersaurem Mercuronitrat 


rat, 


Fallung I Filtrat I 
in Wasser aufgeschwemmt und mit mit Schwefelwasserstoff behandelt, 
Schwefelwasserstoff behandelt. Fil-  filtriert und das Filtrat mit Kalk- 


trat zur Kristallisation eingeengt; milch, spater Kalkwasser bis zur stark 
erste Kristallisation: Fumarséure:  alkalischen Reaktion versetzt. Ab- 


02g (F. 270°, Mischungsschmelz-  scheidung von etwas Ca-Oxalat 
punkt unverandert), spiéitere Kri-  (FallungITI). Filtrat [1 sodann laingere 
stallisationen ergeben Oaalsdure. Zeit aufgekocht und heif filtriert. 
eee 
Fallung III Filtrat II] 


Ca-Citrat: 14,28g, in Essigsiure im Vakuum_ eingedampft, mit 
gelést, mit der &4quivalenten Menge  Schwefelséure angeséiuert, mit ge- 


Oxalséiure versetzt, Filtrat im Va- — gliihtem Natriumsultat vermengt, im 
kuum verdampft. Kristallisation: Soxhlet-Apparat mit Atherextrahiert ; 
Citronensdure: 65g (F. 151°, Mi-  atherische Lésung im Vakuum ver- 
schungsschmelzpunkt unverandert). dampft. Kristallisation: A pfel- 


sdure: O.8g (F. gegen 100°, Mi- 
schungsschmelzpunkt unverandert). 


Umwandlung von Aconitsiure. 


Versuchsrethe 79 (Nr. 1458 bis 1469). 300-cem-Erlenme yer-Kolben, 
je 100cem Nahrlésung (10°,, Rohrzucker, Salze wie tiblich), nach vier Tagen 
Lésung gewechselt: 2,4°, Aconitsaure mit Kaliumcarbonat neutralisiert; 
32°, sechs verschiedene Pilzstémme;: Probeentnahme am vierten Tag. 
Abbruch am siebenten Tag. Je zwei Versuche vereinigt und gemeinsam 
aufgearbeitet. Die Angaben in Tabelle II beziehen sich auf je einen Versuch 
(100 cem Lésung’). 


» In Versuchsreihe 80 (Nr. 1470 bis 1485) wurde Stamm III, der in der 
vorangehenden Versuchsreihe Aconitséure gut in Citronenséure umzusetzen 
vermochte, nochmals auf aconitsaures Kalium und ferner auf citronen- 
saures Kalium sowie vergleichsweise auf Rohrzuckerlésung (3,7°,ig) und 
Clucoselésung (3,5°,ig) einwirken gelassen. Aus den Zuckerarten wurden 
dabei nur Spuren von Oxal- und Citronenséure gebildet. Sonstige Er- 
gebnisse in Tabelle ITT. 


Aus den Versuchen mit Aconitséure geht hervor, daB anscheinend 
rasch ein Gleichgewicht eintritt, indem die schon am zweiten Tag erhaltene 
Citronenséuremenge nur noch unwesentlich ansteigt. In den Versuchen 
mit Citronenséure war diese gleichfalls bereits am zweiten Tag in erheb- 
lichem Ausma8 verbraucht, wobei insbesondere Oxal- und Aconitsaure 
gebildet worden waren. Merkwiirdigerweise wurde in den Versuchen mit 
Aconitsaéure iiberhaupt keine Oxalséure gebildet. Die Proben auf Apfel- 
siure und Weinsaéure waren in allen Versuchen positiv. 


1 Ebenso in den anderen Tabellen. 
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Durch Aspergillus niger bewirkte Séurebildungsvorgange. 
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Zum Chemismus 
der durch Aspergillus niger bewirkten Siurebildungsvorginge. 


IX. Mitteilung: 
Uber die Abfangung von Acetaldehyd in den Pilzkulturen, 


Von 
Konrad Bernhauer und Hermann Thelen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1932.) 


In einer friiheren Mitteilung! konnte gezeigt werden, daB es in 
Gegenwart von Natriumsulfit gelingt, in Aspergillus niger-Kulturen auf 
Zucker und anderen Substanzen Acetaldehyd bis zu einer Menge von 
0,6°% des verbrauchten Zuckers abzufangen. Bei der Annahme, da’ 
aus 1 Mol Hexose 2 Mol Acetaldehyd entstehen kénnen, wiirden 100 g 
Hexose 49g Acetaldehyd und 100g Rohrzucker etwa 51,5 g¢ Acet- 
aldehyd ergeben kénnen. Die von uns seinerzeit erhaltenen Mengen 
wiirden daher kaum 1,2°% der Theorie betragen?. Auf Grund dieser 
geringen Mengen kamen wir damals zu dem SchluB, daB die Saure- 
bikdungsvorgange in ihrem Chemismus in keinem Zusammenhang mit 
Vorgaingen stehen kénnen, wie sie bei der alkoholischen Garung und 
ahnlichen Prozessen ablaufen. 

Die weiteren Untersuchungen lehrten jedoch, daB sowoh) Essigsaiure 
als auch Alkohol unter Bildung jener Sauren abgebaut werden kénnen, 
die auch in Zuckerkulturen auftreten (vornehmlich Citronen- und Oxal- 
siure). Dadurch wurde zweifellos eine Beziehung zu K6érpern ersichtlich, 
die fiir die alkoholische Zuckerspaltung charakteristisch sind. Die 
damalige SchluBfolgerung, daB der Acetaldehyd kaum als Zwischen- 
produkt der Saurebildungsvorginge in Betracht kommen kénne, er- 
scheint somit unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen als voreilig. 


' Bernhauer u. Schén, diese Zeitschr. 202, 164, 1928. 
2 Ebensowenig erhielt anscheinend Virtanen (C. 1929, LI, 2689; 1930, 
II, 2275) gr6Bere Mengen von Acetaldehyd in Versuchen mit Calciumsulfit. 
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K. Bernhauer u. H. Thelen: Durch Aspergillus niger usw. IX. 3] 


Es war daher notwendig, weitere Abfangversuche auf  breiterer 
Grundlage durchzufiihren, um so zu einer Klérung der stattfindenden 
Vorgange zu gelangen. AuBerdem waren wir inzwischen zur Erkenntnis 
velangt, welch grobe Bedeutung der Verwendung einer gréBeren Anzahl 
von Pilzstémmen beizumessen ist, da sehr wesentliche sowohl qualitative 
als insbesondere quantitative Unterschiede in der Arbeit der einzelnen 
Pilzstimme bestehen. 

Nachdem bereits in der obenerwahnten Arbeit festgestellt worden 
war, da Natriumsulfit fiir die Abfangung des Acetaldehyds am ge- 
eignetsten erscheint, da Calciumsulfit schwaichere Wirkung hat und 
Dimedon durch den Pilz zerstért wird, beschaftigten wir uns nun mit 
der Auswahl des fiir die beabsichtigten Zwecke geeignetsten Pilzstammes 
und weiterhin mit der Ermittlung giinstiger Bedingungen fiir die An- 
haiufung des Acetaldehyds. Dabei erwies es sich als giinstiger, die Pilz- 
decken zunachst zu entwickeln und sodann erst das Sulfit zuzusetzen. 
Ferner zeigte sich, daB die Aldehydabfangung bei tieferen Temperaturen 
(30 bis 31°) besser gelingt als bei h6heren (35 bis 36°). Auch eine geringere 
Zuckerkonzentration bzw. die Anwendung schwacher entwickelter Pilz- 
decken schien einen giinstigen EinfluB auf die prozentuelle Ausbeute 
an Aldehyd, bezogen auf verbrauchten Zucker, zu haben. Es gelang 
uns so, die Ausbeute an abgefangenem Acetaldehyd bis gegen 20%, der 
Theorie (bezogen auf verbrauchten Zucker!) zu_ steigern  (Pilz- 
stamm XIII). Die héchste absolute Menge an Acetaldehyd betrug etwa 
100 mg pro Versuch. Bei Begrachtung der Acetaidehydbildung in zwei- 
tagigen Zwischenraumen betrug die Aldehydausheute sogar bis 60°, der 
Theorie. Von groBer Wichtigkeit fiir die Beurteilung der Bedeutung der 
Acetaldehydbildung in Beziehung zu den Sdurcbildungsvorgdngen erscheint 
die Tatsache, da stets dort, wo Abfangung des Acetaldehyds stattfand, 
die Bildung von Oxal- sowie Citronensdure vdllig verhindert war, dagegen 
unter gleichen py- Bedingungen ohne Sulfit in recht reichlichem Ausmap 
stattjand. Von Interesse ist ferner in diesem Zusammenhang, dal 
manchmal -—- aus noch nicht mit Sicherheit ermittelten Griinden 
die Abfangung des Acetaldehyds trotz Gegenwart von Natriumsulfit 
versagte, wobei jedoch Citronensadure auftrat, also der normale Zucker- 
abbau durch den Pilz keine Stérung erfuhr. 

Unsere jetzigen Ergebnisse iiber die Aldehydabfangung sowie die Er- 
gebnisse iiber die Umwandlung von Alkohol sowie Essigsaéure in Citronen- 
siure sowie andere Sauren berechtigen immer mehr zur Annahme, 
dap auch bei der Sdurebildung durch Pilze aus Zucker der Weg iiber dic 
durch das Neuberg sche Abbauschema gekennzeichneten Stufen fiihren diirfte. 


? Der gréBte Teil des Zuckers wurde dabei noch fiir die Mycelbildung 
verbraucht. 





32 K. Bernhauer u. H. Thelen: 


Direkte Oxydationsprozesse wie die Gluconsaéurebildung stehen mit den 
erwaihnten Saurebildungsvorgingen in keiner direkten Beziehung, 
sondern stellen einen gesonderten Nebentypus des Zuckerabbaus vor!?. 
Die weiteren in Gang befindlichen Untersuchungen miissen noch zur 
genaueren Klarung der Saurebildungsvorgange fiihren. 


Experimentelles. 


Versuchsreihe 81 (Nr. 1486 bis 1505). Pilzstamm XIX wurde auf 
einer 10°, igen Rohrzuckerlésung mit tiblichen N&hrsalzen (0,2°,, Ammon- 
nitrat, 0,1°,, Kaliumdihydrophosphat, 0,025" , Magnesiumsulfat) und Zusat 
verschiedener Mengen Natriumsulfit wachsen gelassen. Die Halfte det 
Versuche wurde aerob weitergefiihrt, bei der anderen Halfte am vierten 
Tag nach der Impfung die Pilzdecken zum Untersinken gebracht, die Luft 
durch Kohlenséure verdrangt und die Watteverschliisse durch Paraffin 
abgedichtet. Die Kolben waren mit einem Glashahn und GarverschluB 
versehen (ein entsprechend gebogenes Glasrohr, das in Wasser eintauchte 
und oberhalb der Kolbenfliissigkeit miindete; zwecks Probeentnahme 
wurde es in die Fliissigkeit eingefiihrt und durch den Hahn etwas Kohlen- 
siure hineingedriickt, wodurch die Probeentnahme bewerkstelligt wurde). 
Am zehnten und elften Tag nach der Impfung wurden die Versuche mittels 
Riminis Reaktion auf Acetaldehyd gepriift. Am elften Tag wurden alle 
Versuche abgebrochen und die Acetaldehyd- und Zuckerbestimmung in 
iiblicher Weise vorgenommen. 

Die Versuche ergaben, daB die submerse Arbeit des Pilzes hinsichtlich 
der Ausbeute an Acetaldehyd keinerlei Vorteil bietet. Relativ am besten 
bewahrte sich ein Zusatz von 2g Natriumsulfit (pro Versuch, 100 cem 
Fliissigkeit) bei aerober Versuchsanordnung. Die Ausbeuten an Acetaldehyd 
waren noch recht gering. 


Tabelle I. 

















Skid ee Acetaldehyd 
“— i Versuchs- Nag SO3 brauchter 0 pray ver 
anordnung Zucker _— on nae Dita M Tord 
(B) g g Zuckers 
1486/87 1 3,19 28,3 0,89 1,82 
1488/89 | le | 2 3,32 30,5 0,92 1,88 
1490/91 Pilsdeck 3 3,63 21,3 0,59 1,2 
1492/93 | ilzdecken) 4 3,38 21.3 0.63 1.28 
1494/95 5 3,94 22.8 0.58 1,2 
1496/97 1 3.25 14.2 0,44 0,9 
1498.99 : | 2 3,63 14.8 0,41 0,84 
1500 01 Pil aren 3 3.94 14,3 0,37 0,76 
1502/03 | ladecken} 4 40 18.4 0,46 0.94 
1504/95 5 4,07 17,2 0438 | 0,88 


Versuchsreihe 82 (Nr. 1506 bis 1529). Versuche analog Nr. 1488/89. 
Abbruch der Versuche an verschiedenen Tagen. Verfolgung des Anstiegs 
und Abfalls der Acetaldehydbildung (Tabelle I). 


1 Siehe K. Bernhauer, Die oxydativen Géarungen. Berlin, Verlag 
Springer, 1932. 
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Durch Aspergillus niger bewirkte Séurebildungsvorginge. IX. 33 
" , 


Tabelle II. 





Acetaldehyd 


Versuchs- Versuchs- Verbrauchter ——— + a 

Nr. dauer Zucker ©, des ver- 

mg in 100 ecm brauchten ® 5 der Theorie 

(B) Tage £g Zuckers 
1506/07 5 1,64 11,2 0,69 1,4 
1508/09 10 1,46 11,3 0,77 1.57 
1510/11 12 1,64 18,7 1,14 2,36 
1512/13 14 1,46 11,6 0,79 1,62 
151415 16 1,80 13,3 0,74 1.51 
1516/17 18 1,72 10,9 0,63 1,28 


Wie aus dieser Versuchsreihe ersichtlich ist, verschwindet der Acet- 
aldehyd bei langerer Versuchsdauer allmaéhlich wieder aus den Kulturen. 

Versuchsreihe 83 (Nr. 1530 bis 1585). Alle zur Verfiigung stehenden 
Aspergillus niger-Stémme wurden zunachst auf einer normalen Nahrlésung 
(10°, Zucker, Salze wie bisher) zur Entwicklung gebracht und nach 3 oder 
4 Tagen (je nach der Entwicklung der Pilzdecken) pro Versuch (100 cem 
Lésung in 300ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben) 2 g Natriumsulfit zu- 
gesetzt. Temperatur 31 bis 32°. Am zweiten, vierten und sechsten Tag nach 
dem Sulfitzusatz wurden Proben entnommen und aut Acetaldehyd gepriift. 
Am sechsten Tag nach dem Sulfitzusatz wurden die Versuche abgebrochen. 
Ergebnisse in Tabelle ITI. 


Versuchsreihe 84 (Nr. 1586 bis 1641) wurde parallel zur vorangehenden 
Versuchsreihe durchgefiihrt, jedoch ohne Zusatz von Natriumsulfit. Um 
ganz gleiche Bedingungen hinsichtlich Natriumgehalt und px zu haben, 
wurde pro Versuch 1,3 g Natriumhydrocarbonat zugesetzt. Der pra Wert 
betrug dann in beiden Fallen 7,8 bis 8. Die Versuche wurden jeweils in 
drei Gruppen durchgefiihrt, und zwar in der ersten Gruppe die Pilzstémme I 
bis X, in der zweiten Gruppe XI bis XX. in der dritten Gruppe XXII bis 
XXVIII; dabei wurden jeweils die zueinander gehérigen Versuche der 
Versuchsreihe 83 und 84 zu gleicher Zeit durchgefiihrt. Das Wachstum 
der Pilze war in den drei Gruppen etwas verschieden, und zwar I bis X stark, 
XI bis XX schwach, XXI bis XXVIII starker, so daB ein unmittelbarer 
Vergleich nur unter den Pilzen einer Gruppe mdéglich ist. Ergebnisse in 
Tabelle IV. 

Bei allen Versuchen wurde auch auf Oxalséiure und Citronenséure 
gepriift. Die Priifung auf Citronensiure wurde mittels Denigés Reagens 
vorgenommen, nachdem wir uns iiberzeugt hatten, daB dasselbe auch in 
Gegenwart von Natriumsulfit anwendbar ist. Das dabei zunachst durch 
Reduktion ausfallende Quecksilber geht durch weiteren Zusatz von Reagens 
und Erwarmen in Lésung oder kann durch Filtration entfernt werden. 
Die Priifung auf Oxalséure in den Sulfitversuchen wurde in der Weise vor- 
genommen, da8 ein aliquoter Teil der Fliissigkeit mit Salzsiure versetzt 
und der Wasserdampfdestillation unterworfen wurde. Der Kolbenriickstand 
wurde sodann mit Natriumacetat versetzt und mit Chlorcalciumlésung 
auf Oxalséure gepriift. In Vorversuchen iiberzeugten wir uns davon, dab 
diese Methode auch zur quantitativen Bestimmung von Oxalséure in 
Gegenwart von Sulfit geeignet ist. Bei den Sulfitversuchen konnte nur in 
einem Falle Oxalséure und eventuell etwas Citronensiure nachgewiesen 
werden. 
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* Alle Werte beziehen sich auf einen Versuch (100 cem Lisung). 


** Es wurden hier 0.13 g¢ Oxalsture (in 100 com Lisung) gebildet ; 


vel. mit 1626/27 


Prozentzahlen beziehen sich auf verbrauchten Zucker 


“** Dic 
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Tabelle IV. 





Versuchs- 


= Pilzstamm Oxalsiure Citronensiure Pu a 
1586/87 I + ++++ 4.5 165.9 
1588/89 Il Spur op 3.5 310.5 
1590/91 III Spur oe 4.5 81.0 
1592/93 IV ++++ ++ 4.6 125.5 
1594/95 V ++-++ oe 4.5 158.5 
1596/97 VI ++ ++++ 4.5 398.9 
1598/99 VII ++++ +++ 3.5 840.4 
1600)01 Vill + +++ 4.2 156.3 
1602/03 1X + +++ 4.5 173.3 
1604/05 X ++++ S ie aie aie ae 4.2 207.4 
1606/07 XI +++ ++- 4.3 177.4 
1608/09 XII +++ ++ 4.3 411.8 
1610/11 XIII 0 ++ 4.4 69.7 
1612/13 XIV +++ +++ 4.3 145.8 
1614/15 XV ot io 44 133.0 
1616/17 XVI _ ++- 4.6 76.0 
1618/19 XVII 0 + 4.4 139.4 
1620/21 XVIII +++ +++ 4.2 209.4 
1622/23 * XIX 0 0 gefarbt 19,1 
1624/25 XX tat ++4++ 4,3 380.1 
1626/27 XXI 1,51 oa 44 500,1 
1628/29 XXII ++- ++ 4.4 85,1 
1630/31 XXIII +++ 0 3,6 138,3 
1632/33 XXIV +++ 0 3,5 133,0 
1634 35 XXV te 0 3,5 133.0 
1636/37 XXVI +++ + 4.5 74.5 
1638/39 XXVIi +++ 0 5.1 26,6 
1640/41 XXVIII +++ 0 4.5 180.1 


* Wachstum sehr schwach, Kulturfliissigkeit dunkelrot gefurbt. 

Versuchsrethe 85 (Nr. 1642 bis 1653), Feststellung der geeignetsten 
Temperatur zur Acetaldehydabfangung. Verwendung des besten Pilzes 
(XILI), Feststellung des Anstiegs der Aldehydmenge. Durchfiihrung im 
iibrigen analog wie in Versuchsreihe 83. Die etwas schlechteren Ergebnisse 
hinsichtlich der erhaltenen Aldehydmengen kénnten mit der schwacheren 
Impfung bei dieser Versuchsreihe zusammenhangen. Ergebnisse in Tabelle V. 
Wie ersichtlich, findet allma&hlicher Anstieg bis zum sechsten Tag statt; 
tiefere Temperatur erwies sich als giinstiger. Citronenséure war nirgends 
vorhanden. 

Versuchsreihe 86 (Nr. 1654 bis 1659). Zu gleicher Zeit wie die voran- 
gehende Versuchsreihe angesetzt, aber mit der halben Zucker- und Salz- 
konzentration. Sulfitzusatz unveraindert. Tabelle V. Ergebnis: Es zeigte 
sich eine giinstigere Wirkung als bei der héheren Konzentration. Citronen- 
séure war nirgends vorhanden. 

Die wirkliche Ausbeute ist wesentlich héher, als in Tabelle V angefiihrt, 
wenn man die Aldehydbildung in den einzelnen Zeitabschnitten betrachtet 
(Tabelle V1). Zugleich ist ersichtlich, daB in zwei verschiedenen Versuchs- 
ansétzen (mit normal konzentrierter sowie halbkonzentrierter Nahrlésung) 
die erhaltenen Aldehydausbeuten in guter Ubereinstimmung stehen!. 


1 Die Pilzdecken waren bei den betreffenden Versuchen sehr gleich- 
maéBig entwickelt. 


3° 
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Tabelle V. 


. Thelen: Durch Aspergillus niger usw. LX. 





Versuchs- 
Nr. 


(B) 


1642 43 
1644 45 
1646 47 
1648/49 
1650/51 
1652/53 
1654/55 
1656/57 
1658/59 


Konzentra- 
tion der 
Na&hrlisung 


Se 


boned 
a 


| 
| 


Ver- Ver- 
Temperatur suchs-  brauchter 
dauer Zucker 
0C. Tage g 
| 2 2,1 
31—32 | 4 2,63 
| 6 2:72 
(| 2 ore 
36—37 4 3,96 
| 6 35 
| 2 1,5 
31—32 | 4 1,74 
\| 6 193 


Tabelle VI. 


Acetaldehyd 





lg der 


0. 
iad ° Theorie 


155 0,74 1,49 
194 2,64 5,30 
93,0 342 6.8 


0 os es 
8857 2,24 4,5 

39,67 1,13 2,28 
13,1 087 1,75 
44.53) 2.57 5,16 
99 512 1027 





Versuchs- 
Nr. 


(B) 


1642/43 
1644/45 
1646/47 
1654/55 
1656/57 
1658/59 





Differenz 
des ver- : 
nate el des gebildeten 
zwischen —— Acetaldehyds 
mg mg 
| 2. u.4. Tag 530 53,9 
4. u. 6. Tag 90 26.6 
| 2.u. 4. Tag 240 31,43 
4. u. 6. Tag 190 54,37 


_Ae etalde hydausbe ute 


°}> des Oly der 
wiihdeadiien Theorie 
Zuckers (rund) 
10 20 
30 60 
13,1 26 
28 56 
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Uber die Siurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger’. 


V. Mitteilung: 
Die Bildung von Apfelsiure neben Citronensiure. 


Von 


K. Bernhauer, N. Bock) und H. Siebeniiuger. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1932.) 


In einer friiheren Arbeit? haben wir iiber die Auffindung von Pilz- 
stimmen berichtet, die unter bestimmten Versuchsbedingungen sehr 
hohe Ausbeuten an Citronenséure aus Zucker lieferten, ohne eine Spur 
Oxalsiure zu bilden*. 

Zwecks Klaérung des Chemismus der Citronensdurebildung aus Zucker 
sowie zwecks Aufstellung einer genaueren Bilanz des Auckerumsatzes 
haben wir im AnschluB an die erwahnte Arbeit unsere Untersuchungen 
iiber die Bildung der Citronensiure weiter fortgesetzt. Nachdem es 
zunachst nach langwierigen Versuchen gelungen war, den besten der 


1 In dieser Publikationsreihe (bisher unter dem Titel ,,Uber die Saure- 
bildung durch Aspergillus niger** erschienen) soll von nun an, geméS dem 
jetzt gewahlten Titel vor allem iiber die eingehendere Untersuchung des 
Zuckerumsatzes und, wie bisher, iiber die Bedingungen der einzelnen 
Saurebildungsprozesse aus Zuckerarten berichtet werden. 

2 Berhauer, Duda u. Siebenduger, diese Zeitschr. 230, 475, 1931. 

3 Bei der damaligen Berechnung der Citronenséiurewerte ist uns ein 
Fehler unterlaufen, der hier zunachst korrigiert sei. In der dortigen 
Tabelle VIII ist namlich irrtiimlicherweise der Berechnung der Citronen- 
siurewerte Ca-Citrat ohne Kristallwasser zugrunde gelegt worden, waihrend 
das Ca-Citrat, das bei etwa 90° (im gleichen Trockenschrank und bei der 
gleichen Temperatur wie die Pilzdecken) getrocknet worden ist, 4 Mol 
Kristallwasser enthalt. Die dortige Berechnung ist daher unrichtig und mu8 
unter Zugrundelegung des_ kristallwasserhaltigen Ca-Citrats korrigiert 
werden. Die H6échstausbeuten an Citronenséure, bezogen auf vorgelegten 
Zucker, betragen daher, gemaéB der Korrektur, gegen 64°,, und bezogen auf 
verbrauchten Zucker (aiso nach Abzug des Restzuckers und des Mycel- 
gewichts) gegen 73°). 
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bei der damaligen Untersuchung verwendeten Pilzstimme (St. X XV), 
der wabrend langerer Zeit fiir derartige Versuche nicht verwendet worden 
war und in seinem Citronensiurebildungsvermégen eine sehr starke 
Abschwachung erfahren hatte, mit Hilfe geeigneter Ziichtungsmethoden, 
iiber die hier nicht berichtet werden kann, wieder in garkraftigen Zu- 
stand zu bringen, und nachdem wir hinsichtlich der Bedingungen des 
Saéurebildungsprozesses noch weitere Erfahrungen gesammelt hatten, 
gelangten wir sodann wieder zu Titrationswerten, die die gleiche Hohe 
hatten, wie die seinerzeit erhaltenen (Aziditat in 100 ccm Lésung ent- 
sprechend etwa 1700 ccm n/10 Lauge), ohne daB eine Spur Oxalsaure 
gebildet wurde. Wir konnten daher nunmehr dazu iibergehen, die auf- 
geworfene Frage naher zu studieren. 

Wir haben zunachst mit der systematischen Priifung der Kulturen 
auf sonstige Siuren begonnen und konnten qualitativ nachweisen, daf 
alle 28 zur Verfiigung stehenden Aspergillus niger-Stémme imstande 
sind, in Zuckerkulturen neben Citronenstiure auch A pjfelséure zu bilden. 
Dagegen gelang zumeist kein Nachweis von Bernsteinsiure, Fumarsaure 
und Weinsaiure'. Bei der Untersuchung von verarbeiteten Kultur- 
fliissigkeiten, die neben etwas unverandertem Zucker fast nur Citronen- 
saure enthielten, gelang es auch, den Beweis fiir das Vorhandensein 
der Apfelsiure durch Extraktion derselben mittels Ather und_ ihre 
Uberfiihrung in Fumarsiure zu erbringen. Bei der Aufarbeitung von 
6,5 Liter Kulturfliissigkeit (aus 975 g Rohrzucker) erhielten wir 7,5 g 
Mercurofumarat, und aus diesem 1,52g reiner (umkristallisierter) 
Fumarsaure vom F. 279°. Es waren daher etwa 2 g Apfelsiiure? neben 
etwa 500 g Citronensiure vorhanden. 

Die weiteren Versuche miissen zeigen, ob es sich bei der Bildung 
von Apfelsiure um ein Zwischenprodukt oder ein Nebenprodukt des 
Zuckerabbaus zu Citronensiure handelt. Von Interesse erscheint dabei, 
daB neben der Citronensiure, unter Bedingungen, die fiir die Bildung 
dieser optimal sind, gerade nur Apfelsiure in den Pilzkulturen auftritt, 
die auf der gleichen Oxydationsstufe wie die Citronensiure steht und 
auch sonst dieser sehr verwandt ist. Es diirfte nunmehr auch der Zeit- 
punkt gekommen sein, in Zusammenhang mit den beabsichtigten Bilanz- 
versuchen, die wahrend des Saurebildungsprozesses sich bildende Kohlen- 
siuremenge zu bestimmen und eine Beziehung zwischen dieser und den 
Saurebildungsvorgingen zu suchen. 

Die von uns friiher sowie auch jetzt wieder erreichten Ausbeuten 
an Citronenséure (bis etwa 74°, des verbrauchten Zuckers) stehen 


1 Literaturangaben iiber die Bildung der genannten Séuren siehe 
K. Bernhauer, Die oxydativen Gérungen. (Berlin, Springer, 1932.) 

2 Diese Zahl stellt die Mindestmenge vor, da die Extraktion mit Ather 
nicht quantitativ ist. 
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noch in Ubereinstimmung mit der Vorstellung, daB die Citronensiaure- 
bildung aus Zucker tiber Alkohol und Essigsaure fiihren, also gewisser- 
mafen im Anschlu8 an eine im Inneren der Zelle vor sich gehende 
alkoholische Zuckerspaltung verlaufen kénnte. Denn in diesem Falle 
wiirde die Héchstmenge an Citronensaéure (kristallwasserfrei) aus 
Hexose 80°, und aus Rohrzucker rund 75% betragen. Die von uns 
analytisch (mittels der Pentabromacetonmethode oder Ca-Citrat- 
fallung) festgestellten Maximalmengen an Citronensiure wiirden daher 
gegen 100%, der Theorie entsprechen. 


Experimentelles. 


Es seien hier zunéchst im AnschluB an die obenerwaéhnte Arbeit 
zwei Versuchsreihen angefiihrt, die zeigen sollen, wie weit das Séure- 
bildungsvermégen des Pilzes, der damals die besten Resultate ergab 
(Stamm XXV), herabgesunken war (Versuchsreihe 92, Tabelle I), und 
im Gegensatz dazu, wieweit das Saéurebildungsvermégen desselben durch 
Aufziichtung wieder gesteigert werden konnte (Tabelle I1). 

Es wurde dabei in der analogen Weise wie in der erwaéhnten Arbeit 
vorgegangen. Néahrlésung: 15°, Rohrzucker, 0,2’, Ammonnitrat, 0,1°,, 
Kaliumdihydrophosphat, 0,025”, Magnesiumsulfat ; ferner wurde in einigen 
der hier angefiihrten Versuche eine Stimulatormischung zugesetzt, die sich 











Tabelle I. 

— Azidititswerte (n/10 I auge) nach Tagen ee Oe oe 
(A) 8 10 “12 “M4 16 18 20 22 £ 9°” Py 
919 — 404 425 451 462 462 446 - — 
920* 571 | 728 712 ' 669 627 | 568 489) — — 

921 _ 563 637 680 696 717 738 738 4,72 31,5 
922 — 441 595 510 5386 552 579 600 3,84 25,6 
923 — | 287 361 404 454 451 462 — _ 
924 — 476 611 664 706 743 770 “Si 4,99 33,3 
* Durch Zufall stimuliert. 
** Bezogen auf angewendeten Rohrzucker. 
Tabelle II. 

——* . Aziditatswerte (n 10 Lauge) nach Tagen 
Nr. Zusat a aeeiiceaeeine 
(A) ads 12 14 16 18 19 20 21 22 

1204 | | 533 618 758 898 1041 1147 1187 1246 
1205 0 } 962 1108 1322 1502 1678 1688 1664 1607 
1206 | | 600 718 837 1022 1155 | 1250 1312 1364 
1207 854 1007 1183 1383 1540 1652 1688 1730 
1208 | | 832 871 1174 1402 1559 1657 1694 1688 
1209 | Stimulator- 768 951 1136 1398 1559 1626 1650 1621 
1210 | mischung | — 1046 1245 1474 1664 | 1683 1688 1581 
1211 1114 1236 1402 1464 1550 untergesunken 
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fiir das Wachstum sowie fiir die Saurebildung als giinstig erwiesen hatte. 
Je 100cem Nahrlésung in 300cem fassenden Erlenmeyer-Kolben, 35°. 
Feststellung der Aziditaét an je 2 com entnommener Probe an verschiedenen 
Tagen. Tabelle III ergibt einen Vergleich der nach der Aufziichtung er- 
haltenen Ergebnisse mit den seinerzeit gewonnenen!. 


Tabelle I11. 





Citronens&ure * 





; di Mycel- Rest- on west 
Versuchs- Asiditae | cowicht| sucker a pene - Aah 
Lauge) s Zucker ot Ries) Kio taal f 
g g Fo °lo | d. Th. 
EKinzelwerte 

A 1204 1246 1,12 3,41 7,98 ae —- 

7,1 | 47,7 | 67,8 | 91 Spur 
A 1205 1607 1,52 0,32 10,19; — nite = 

9,05 604 68,77) 923 +44 
A 1206 1364 1,24 3,25 8.73 — — _ 

7,81 | 52,1 | 74,3 | 99,7 || Spur 
A 1207 1730 1,32 0,55 11,07 — — _ 

8,96 59,7 68,24 91,6 tt 
C 933 1787 2,04 Spur 11,4 — — _ 

9.57 63,8 73,6 98,8 _ 

Mittelwerte 

A 1204—1207 1488 1,3 1,88 9,52 (63,4) (80,5) — 

8.23 55 69.6 92.8 a 
A 12081211 1610 18 ‘031 | 103 (68,7) (799) — 

8,96 59,7 69,5 92,7 +44 
C 932— 934 1658 1,84  etwa0,3 10,6 (70,73) (82,4) — 

8.76 58,4 68,1 90,8 — 


: * Die oberen Zahlen sind aus der Azidit&it, die unteren aus den Pentabromaceton- bzw 
Ca-Citrat-Abscheidungen berechnet. Wie ersichtlich ist, scheinen die Titrationszahlen stets 
etwas zu hoch auszufallen, wobei der UberschuB der Aziditat nicht stets erklarbar ist (Oxal- 
siure war immer abwesend, und Apfelsiure nur in geringen Mengen vorhanden). Diese Un- 
stimmigkeit bedarf daher einer eingehenderen Untersuchung (Festellung der Titrationsaziditiat 
der Lisung vor der Vergirung, Einfluf der OH-Gruppen der S&uren auf den Titrationswert usw.) 

** Nach Abzug des Restzuckers und Mycelgewichts vom angewendeten Zucker; der Wert 
ist daher nicht ganz exakt. 


Isolierung der Apfelsiure aus den Kulturflissigkeiten: 6,5 Liter 
verarbeiteter Kulturlésung, die teils aus Kleinversuchen stammte, teils 
aus gréBeren, in 2-Liter-Kolben durchgefiihrten Versuchen, wurden mit 
Tierkohle entfarbt, im Vakuum eingeengt, mit Kalk im UberschuS 
versetzt, aufgekocht und hei® filtriert. Filtrat im Vakuum auf 450 ccm 


1 


Gemaé8 der Korrektur der Citronenséiurewerte durch Berechnung 
derselben aus Ca-Citrat + 4H,O. Die jetzigen Bestimmungen der Citronen- 
séure erfolgten nach der Pentabromacetonmethode. 
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eingedickt, Rest des Ca-Citrats entfernt, das in Lésung befindliche 
Calcium durch Zusatz der aquivalenten Menge Oxalsiure ausgefallt, 
Filtrat im Vakuum zum Sirup verdampft, dieser mit gegliihtem Natrium- 
sulfat angeteigt, die Masse im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure 
getrocknet, sodann im Soxhlet-Apparat mit Ather extrahiert. Ather- 
extrakt verdampft, Riickstand in Wasser aufgenommen, mit 10 °,iger 
Natronlauge im Uberschu8 versetzt, am Wasserbad verdampft, mit 10 g 
Natriumhydroxyd versetzt, getrocknet und 3 Stunden im Trocken- 
schrank auf 130° erhitzt (nach Hahn und Haarmann'). Reaktions- 
produkt in 50 ccm Wasser aufgenommen, filtriert, mit Salpetersiure 
angesauert (gegen Kongorot), zum Sieden erhitzt und in der Hitze mit 
salpetersaurer Mercuronitratlésung gefallt. 7,51 g Mercurofumarat (nach 
dem Trocknen) entsprechend 1,96g Apfelsiure. Das Mercurofumarat 
wurde mit Schwefelwasserstoff behandelt und die Fumarsaure nach 
dem Einengen des Filtrats am Wasserbad erhalten. Aus Wasser um- 
kristallisiert, F. 279°, Mischungsschmelzpunkt unverandert, 1,52 g. 


1 Zeitschr. f. Biol. 89, 159, 1930. 





Beitrag zur Kenntnis des Einflusses 
der Schilddriisenexstirpation fiir sich allein, bei Nachbehandlung 
mit Hypophysen - Vorderlappen -Gesamtextrakt und bei Vor- 
behandlung mit Placentaextrakt und Corpus luteum- Brei auf die 
Milchsekretion von Ziegen. 


Von 
Th. von Fellenberg und F. Griiter. 


(Aus dem Laboratorium des Eidgenéssischen Gesundheitsamtes und der 
landwirtschaftlichen Schule Willisau.) 


(Eingegangen am 5, Juli 1932.) 


Die vorliegenden, in den Jahren 1930, 1931 und 1932 ausgefiihrten 
Untersuchungen bezweckten, den EinfluB8 verschiedener Hormone auf 
die Milchsekretion und die Zusammensetzung der Milch von Ziegen 
zu priifen. Ein Hauptgewicht wurde bei der chemischen Untersuchung 
auf die Menge und das gegenseitige Verhaltnis der Mineralstoffe, speziell 
das Verhaltnis von Phosphorsiure zu Kalk, gelegt. Wie konstant das 
gegenseitige Verhaltnis dieser beiden Mineralstoffe bei der Milch normaler- 
weise ist, zeigen folgende Gehaltszahlen, die Abderhalden in seinem Lehr- 
buch der physiologischen Chemie gibt und von welchen wir die Ver- 
haltniszahl, in Aquivalent ausgedriickt, berechnet haben. 





100 Gewichtsteile Milch enthalten 





P20; caO Aqu. P20; 


g g Aqu. CaO 
a ee 0.0585 0,0489 1,42 
PR ee 0.5078 0.4545 1,32 
De. <a ok 0,3078 0,2489 1,46 
ar oe ee 0,2928 02453 1,47 
I Ag pede Sas 0.2840 0,1974 1,56 
BR Sees 0.1911 0.1671 1,34 
ae 0.131 0,124 1,25 
Meerschweinchen. . . 0.2880 0,2417 1,40 
Kaninchen. . .... 0.9966 0.8914 1,32 
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Trotz dem absolut sehr verschiedenen Gehalt dieser beiden Kom- 
ponenten ist doch ihr gegenseitiges Verhiltnis bei den verschiedenen 
Milchen ein sehr enges. Die Kuhmilch enthalt beispielsweise 3,3 mal 
mehr Phosphorsdure als die Frauenmilch:; sie enthalt aber auch 3,4mal 
mehr Kalk. 

Durchschnittlich kommen auf 1 Aquivalent CaO in der Milch 
ungefahr 1,4 Aquivalente P,O;, also nicht viel weniger, als dem Di- 
caleiumphosphat, CaHPO,, mit 1,5 Aquivalenten entsprechen wiirde. 
Nun ist aber das Calcium in der Milch praktisch vollstandig in an- 
organischer Form enthalten, der Phosphor hingegen ist teilweise im 
Lecithin und im Casein organisch gebunden. Das errechnete Verhaltnis 
sagt daher nichts aus iiber die Bindungsart der beiden Mineralstoffe 
in der Milch; es besagt hingegen, daB der wachsende Organismus offenbar 
die beiden Stoffe in diesem Verhaltnis benétigt. Wenn also bei einem 
Kinde oder einem wachsenden Tiere das mangelhafte Knochenwachstum 
durch mineralische Zusatze korrigiert werden soll, so diirfte es sich 
empfehlen, die Frage, ob Calcium- oder Phosphordiat angezeigt sei, 
danach zu beurteilen, welcher dieser beiden Stoffe hinzugefiigt werden 
miisse, um ihr gegenseitiges Verhaltnis bei der gegebenen Nahrung auf 
dasjenige der Milch zu bringen. Dies Verhaltnis ist unseres Erachtens 
viel wichtiger, als die absolute Menge der beiden Komponenten. 


Sollte sich nun das Verhaltnis einzelner Mineralstoffe zueinander 
bei hormonaler Beeinflussung der Versuchstiere andern, so ware damit 
vielleicht ein Fingerzeig gegeben zum Verstaindnis der schadlichen, 
bzw. unnormalen Wirkung der Milch gewisser Tiere. Wir denken dabei 
in erster Linie an zwei Erscheinungen, an die Ziegenmilchanamie und 
an die heilende Wirkung der Milch thyreopriver Tiere gegen Basedow. 


Vor 7 bis 8 Jahren hat sich der eine von uns (von Fellenberg) mit 
der Untersuchung von Ziegenmilchen befabt zum Zwecke der Auf- 
klarung der Ursachen der Ziegenmilchanimie!. Dabei wurde besonders 
auf zwei Punkte geachtet, auf die Aschenalkalitaét und auf das Ver- 
haltnis der Phosphorsiure zum Kalk. 


Nach Ragnar Berg soll eine gesund erhaltende Nahrung stets einen 
Uberschu8 an anorganischen Basen gegeniiber den anorganischen Séuren 
bzw. Séurebildnern, also eine positive Aschenalkalitaét, aufweisen. Kuh- 
mileh scheint, soweit unsere Untersuchungen reichen, dieser Forderung 
stets zu geniigen, Ziegenmilch aber langst nicht in allen Fallen. Da nun die 


1 Vgl. iiber Ziegenmilchanimie: M. Stoss, Uber Ziegenmilchanimie 
und -dystrophie, Schweiz. med. Wochenschr. 55, 174, 1925; Die Enquete 
iiber das Vorkommen von Ziegenmilchanimie und -dystrophie in der 
Schweiz, ebenda 59, 418, 1929; E. Glanzmann, Ernahrung und Blut- 
bildung, ebenda 59%, 978, 1006, 1035. 








44 Th. von Fellenberg u. F. Griiter: 


Milch mancher Ziegen An&mie verursacht, wurde vermutet. daB vielleicht 
ein Uberwiegen der sauren Mineralstoffe fiir das Auftreten dieser And&imie 
verantwortlich gemacht werden kénne. Die schénen Untersuchungen von 
Glanzmann (l.c.) haben dann erwiesen, daB besonders die schadigende 
Wirkung des Ziegenmilchfettes, ihr hoher Gehalt an gewissen fliichtigen 
Fettsauren, Capron- und Caprylsaéure, in Betracht kommt. 

Die Bedeutung der Aschenalkalitat fiir die Milch ergibt sich aber in 
Ubereinstimmung mit R. Berg aus einem von Glanzmann mitgeteilten 
Versuch. Mit Ziegenmilch ernéihrte Kaninchen zeigten nach 14 Tagen 
ausgesprochenen Widerwillen gegen diese Nahrung. Phosphorséure und 
Kalk standen bei der Milch im normalen Verhaltnis von 1,35: 1; die Aschen- 
alkalitat war — 1,25. Als die Alkalitét durch Zusatz von 3 g Natriumcitrat 
pro Liter auf 1.0 erhéht wurde, kam die Nahrungsaufnahme wieder in Gang. 
Die Entwicklung der experimentellen Ziegenmilchanimie wurde aber 
dadurch nicht aufgehalten. 

Seit Jahrzehnten wird in der Medizin von mancher Seite die Milch 
thyreopriver Ziegen mit Erfolg zur Bekampfung der Basedowschen 
Krankheit verordnet. Wie wir in dieser Arbeit zeigen werden, ist bei 
solchen Milchen das Verhaltnis von Phosphorséiure zu Kalk ein un- 
normales; ebenso tritt auch eine Verschiebung der Aschenalkalitat nach 
der sauren Seite hin ein. 

Wir nehmen nun nicht etwa an, daB die giinstige Wirkung dieser 
Milch bei Hyperthyreose mit dem Baseniiber- oder -unterschuB oder 
mit dem Verhaltnis der einzelnen Mineralstoffe zueinander in Beziehung 
steht; denn der Basedowkranke verwendet die Milch ja nicht als einzige 
oder als hauptsachliche Nahrung wie das Kleinkind: er beschafft sich 
seine Mineralstoffe noch aus andgren Quellen. Es ware nun aber denkbar, 
daB eine Verschiebung der Mineralstoffzusammensetzung ganz all- 
gemein Schliisse auf den Zustand der Schilddriisentatigkeit des Milch- 
lieferanten gestatten wiirde, daB sie also als Indikator fiir andere, 
chemisch nicht ohne weiteres nachweisbare Qualitaten der Milch dienen 
kénnte. 

In Anbetracht der milchsekretionssteigernden Wirkung von Hypo- 
physen-Vorderlappen- und Corpus luteum-Behandlung! untersuchten 
wir nun auch noch an einigen Fallen die Frage, wie weit sich die Zu- 
sammensetzung der Milch durch diese Eingriffe chemisch nachweisbar 
verandere. 


Die operativen Eingriffe, die wir vornahmen, waren: 


! Griiter u. Stricker, Uber die Wirkung eines Hypophysen-Vorder- 
lappenhormons auf die Auslésung der Milchsekretion, Klin. Wochenschr. 
50, 1929; W. Frei u. F. Griiter, Experimente am Rind zur Frage der 
Beziehungen zwischen Eierstock und Milchdriise, Virchows Arch. Bd. 275; 
F. Griiter, Experimentell-hormonale Beeinflussung der Milchsekretion, 
Second intern. Congr. Sex. Res. London 1930. 
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1. Exstirpation der Schilddriise, stets unter Belassung der Para- 
thyreoidea. 

2. Behandlung mit Hypophysen-Vorderlappen-Gesamtextrakt. 

3. Dasselbe an thyreoidektomierten Ziegen. 

4. Parenterale Zufuhr von Pflanzenextrakt. 
5. Corpus luteum-Injektion und darauffolgend Placentaextrakt. 


Die Folgen der Thyreoidektomie sind von Zietzschmann' und 
Trautmann* ausfiihrlich beschrieben worden. Diese Autoren haben 
festgestellt, da die Milchdriise nach Schilddriisenentfernung ganz 
besondere Wandlungen erfahrt. TJ rautmann schreibt: 

.,Bei thyreoidektomierten Ziegen, die in Lactation standen, trat 
schon sehr bald nach der Operation ein Nachlassen in der Menge der 
abgesonderten Milch ein, das anhielt und sich bei den einzelnen Indi- 
viduen in verschiedener Weise auBerte. Hand in Hand mit der Milch- 
abnahme ging eine Veranderung der Farbe und der Zusammensetzung 
der Milch; diese nahm mit der Zeit einen stark gelblichen Ton an, um 
kurz vor der Agalactie einem schmutziggrauen Platz zu machen. AuBer- 
dem trat mit der Milchabnahme eine Atrophie der Mamma und der Zitzen 
ein, die sich nach der Agalactie noch im groBben MaBe steigerte. Die 
Oberflache des Euters und der Zitzen war dann mit seborrhdischen, 
dicken Auflagerungen vollkommen bedeckt und zeigte stets runzeliges, 
welkes Aussehen. Bei Ziegen, die lange Zeit nach der Operation ge- 
tétet wurden, konnte festgestellt werden, daB stellenweise die Zitzen 
um *, ihrer Lange verkiirzt waren.” 

Grimmer’ veréffentlichte vorléufig die Untersuchungsresultate einer 
Ziege. Gleichwie Trautmann hat er als Folgen der Schilddriisenexstirpation 
zunéchst eine rapide Abnahme der Milechmenge beobachtet, die er wohl 
mit Recht als eine Reaktion auf die Operation an sich zu betrachten geneigt 
ist und die mit dem eigentlichen Ausfall der Schilddriisenfunktion nichts 
zu tun haben diirfte, was schon daraus folgt. daB die Milchmenge sich 
nach wenigen Tagen wieder steigerte. Erst in der zweiten Woche post 
operationem sank die Milchmenge ziemlich rasch und gleichmaéBig. Hin- 
sichtlich der Zusammensetzung der Milch anderte sich vorerst wenig. 
6 Wochen nach der Schilddriisenentfernung wurde die Milch wesentlich 
reicher an Fett und Stickstotfsubstanz, waihrend der Gehalt an Milchzucker 
im groBen und ganzen unverandert blieb. Der prozentische Phosphorsaure- 
gehalt der Asche blieb bis zum Ende der Lactation dauernd wesentlich 
erhéht, wahrend der Kalkgehalt sich nur geringfiigig iiber die Norm erhob. 
Die Reaktion der Milch wurde durch die Thyreoidektomie nicht unwesent- 


1 Beitrage zum Studium der Folgen der Thyreoidektomie bei Ziegen, 
Arch. f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilkunde 33, 1907. 

2 Hypophyse und Thyreoidektomie, Zeitschr. f. Pathol. 18, 1916; 
Die Milchdriise thyreopriver Ziegen, Pfliigers Arch. 177, 1919. 

3 Beitrage zur Milch schilddriisenloser Ziegen, diese Zeitschr. 8%, 
43, 1918. 
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lich beeinfluBt. Die normalerweise geringe Aziditat stieg und erhielt sich 
8 Wochen nach der Operation auf 9 Saéuregraden. 

Wenn die Milch bis zum Schlu8 der Lactation ihr normales Aussehen 
beibehalt, so ist nach Grimmer mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, 
da8B akzessorische Schilddriisen vorhanden waren, die durch Hypertrophie 
kompensatorisch fiir die operativ entfernte eingetreten sind. Das entspricht 
ganz den Befunden Trautmanns, daB bei Ziegen, die lingere Zeit nach der 
Schilddriisenbeseitigung reichliche Milchmengen von normalem Aussehen 
sezernierten, bei der Sektion regelmaéBig akzessorische Schilddriisen fest- 
stellbar waren. Dieser Zustand scheint nach der Operation bei Ziegen 
haufig vorzukommen. 

Infolge der sinnfalligen Verinderungen der Milch nach der Thyreoi- 
dektomie sowohl beziiglich Menge wie Beschaffenheit gingen wir daran, 
die verinderten Sekretionsverhaltnisse naher zu studieren. 


Eigene Versuche. 


1. Untersuchungen von Kuh- und Ziegenmilchen 
unter spezieller Beriicksichtiqung des Verhdltnisses von P,O,;: Cad. 


Uber die chemischen Untersuchungsmethoden méchten wir uns 
kurz fassen. Die Alkalitétsbestimmungen wurden nach dem von dem 
einen von uns ausgearbeiteten Verfahren! ausgefiihrt durch Veraschen 
von 20cem Milch unter Zusatz von 10 cem n/10 NaOH, Lésen der 
Asche in iiberschiissiger n/10 HCl und Riicktitration in drei Stufen. 
Die erste Stufe ist erreicht, wenn Methylorange nach rein Gelb um- 
schlagt ; die zweite Stufe entspricht dem Umschlag von Phenolphthalein 
in ein deutliches Rot. Die dritte Stufe erhalt man, wenn man die Fliissig- 
keit mit Chlorcalcium versetzt, wobei die rote Farbe wieder verschwindet 
und neuerdings auf ein deutliches Rot titriert. Die letzte Stufe, der 
Umschlag mit Phenolphthalein nach Zusatz von Chlorcalcium, ent- 
spricht der wahren Alkalitat; die beiden ersten Stufen liefern Hilfs- 
zahlen zur approximativen Berechnung von Phosphor und Calcium. 
In mehreren Fallen wurden diese beiden Elemente daneben auch nach 
den gewoéhnlichen Methoden der analytischen Chemie bestimmt zur 
Kontrolle der Genauigkeit der Titrationsmethode. 

Um nun die Milchen der behandelten Tiere besser beurteilen zu 
kénnen, bringen wir hier zunachst eine Tabelle von im November 1931 
untersuchten Kuhmilchen. Es sind alles Mischmilchen aus GefaiBen 
von 30 bis 40 Liter aus der Umgegend von Bern. Die Zahlen der drei 
ersten Kolonnen sind in ccm n auf 100 cem Milch angegeben. Die vierte 
Kolonne bringt das Verhaltnis von Phosphorsiure zu Kalk, ebenfalls 
in Aquivalenten ausgedriickt. 


' Th. v. Fellenberg, Mitt. Lebensmittelunt. u. Hyg. eidg. Gesundheits- 
amts 7, 81, 1916. 
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Tabelle I. 


Kuhmilchen aus der Umgebung von Bern, Mischmilchen. 





Alkalitat 


Nr. P205 cad cem —. Po 's 
cem n cem n auf 100 ccm Aqu. Ca 
1 9,57 6,15 + 0,07 1,56 
2 9,87 5,43 + 015 1,81 
3 9,00 5,75 + 017 1,54 
4 9,71 5,33 + 0,17 1,82 
5 9,00 5,70 + 0,18 1,58 
6 9,09 5,97 + 0,22 1,53 
7 8,40 5,55 + 0,35 1.52 
s 8,63 5,52 + 0,38 1,60 
9 8,78 5,93 + 0,38 1,48 
10 9,12 6,15 +. 0,50 1,51 
11 8,78 5,73 + 0,50 1,53 
12 8,91 5,46 - 0,64 1,62 
13 8.46 5,94 + 0,71 1,43 
14 9,00 6,30 + 0,72 1,43 
15 8,35 5,75 + 0.76 1,47 
16 8,63 5,52 + 0,78 1,56 
17 9,36 6,32 + 0,84 1,48 
18 7,80 5,25 + 0,88 1,48 
19 8,93 6,60 + 1,00 1,36 


Die Alkalitat ist tiberall positiv und bewegt sich zwischen 0,07 
bis 1,00. Da es sich um Mischmilchen mehrerer Kiihe handelt, ist es 
natiirlich nicht ausgeschlossen, daB die eine oder andere Einzelmilch 
eine schwach negative Aschenalkalitiét hatte. Das Verhiltnis von 
Phosphorséiure zu Kalk schwankt zwischen 1,36 bis 1,81 und betragt 
im Mitte] 1,54. 

Die nachste Tabelle bringt Ziegenmilchen aus _ verschiedenen 
Gegenden, hauptsichlich aber aus der Umgegend von Bern. Manche 
stammen aus dem Stall von Herrn P. Treu am Gurten bei Bern, einem 
Beamten, der neben seinem Beruf etwas Landwirtschaft treibt und 
einige Ziegen halt. Die meisten iibrigen Milchen sind ebenfalls durch 
Herrn T'reu beschafft worden, wofiir ihm auch an dieser Stelle unser 
Dank ausgesprochen sei. 

Die Alkalititen sind hier in den meisten Fallen negativ. Die Ziegen- 
milch entspricht somit in der Regel im Gegensatz zu der Kuhmilch der 
Anforderung Ragnar Bergs nach einem BaseniiberschuB nicht. Man 
kann sich fragen, ob die meisten Ziegenmilchen nicht schon wegen dieses 
Umstandes ungiinstig auf die Gesundheit der Kinder wirken miissen, 
indem sie analog wie bei den Tierversuchen Glanzmanns (s. oben) 
appetithemmend wirken. Zwei Frauenmilchen, welche der eine von 
uns zu untersuchen Gelegenheit hatte, wiesen beide eine positive 
Aschenalkalitait auf, wihrend eine dritte, von einer zum zweiten Male 
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gebarenden, einen SaureiiberschuB aufwies. Diese Milch wurde von 
einer Hebamme eingesandt mit der Angabe, daB das erste Kind der 
betreffenden Frau wegen der schlechten Eigenschaften der Milch 
gestorben sei und daB auch das zweite Kind sich sehr schlecht befinde. 

Die Phosphorsiure- und Kalkgehalte unserer Ziegenmilchen, als 
cem n auf 100cem Milch berechnet, zeigen ziemlich schwankende 
Werte; das Verhaltnis der beiden Mineralstoffe bewegt sich zwischen 
1,21 und 1,88 und betrigt im Mittel 1,49. Es weicht von der Verhaltnis- 
zahl bei Kuhmilch nicht deutlich ab. 

Die Morgen- und Abendmilchen (vgl. Nr. 18, 19 und 20, 21) zeigen 
nicht sehr verschiedene Verte. 

Der Ziege Nr. I wurde wahrend einiger Wochen Lebertran ver- 
abreicht (Analyse Nr. 3 bis 6), um seinen EinfluB auf die Alkalitatszahl 
und das Verhaltnis von Phosphorsdure zu Kalk zu studieren. [hr Futter 
bestand anfangs aus Heu. Zwischen den 12. bis 16. Oktober fiel das 
Einkellern des Weibkohls; die auBeren Blatter, die bei dieser Ge- 
legenheit stets in sehr groBer Menge abfallen, wurden durch Herrn T'reu 
seinen vier Ziegen (Nr. I bis IV) verfiittert. 

Betrachten wir nun die Wirkung der Lebertranzugabe. Nach 
10 Tagen ist der Phosphorsiuregehalt ein wenig, der Calciumgehalt 
stark gestiegen, so daB sich das Verhiltnis von 1,8 zu 1,74 gegen die 
Norm zu verbessert hat. In den nachsten 7 Tagen nahm der Phosphor- 


‘siuregehalt ak, der Kalkgehalt nahm weiter zu, das Verhaltnis ist auf 


1,34 gesunken. Gleichzeitig hat auch der saure Charakter der Asche 
bei beiden Untersuchungen abgenommen, obschon nicht sehr betrachtlich. 
Zur Zeit der Verfiitterung der WeiBkohlblatter schlug nun die Zu- 
sammensetzung der Milch wieder in das Anfangsstadium zuriick, der 
Phosphorsauregehalt nahm wieder stark zu, der Calciumgehalt ab, das 
Verhaltnis der beiden Komponenten stieg an, und die Aschenalkalitat 
anderte sich nach der sauren Seite hin, so daB sie sogar starker negativ 
wurde als am Anfang. 

Bei der Kontrolle Il ohne Lebertran hat wahrend der Versuchs- 
dauer —- vermutlich erst in den letzten Tagen — der Phosphorgehalt 
stark, der Kalkgehalt schwach zugenommen, das Verhaltnis der beiden 
Mineralstoffe hat sich verschlechtert, es ist angestiegen, und ebenso ist 
die Asche saurer geworden. Auch bei dem Tier Nr. IIT ist die Asche 
saurer geworden: die iibrigen Veranderungen sind hier nicht in Er- 
scheinung getreten. 

Nach McCarrison und Madhava! bewirkt neben anderen Einfliissen 
auch reichliche Ernahrung mit Weibkohl Kropf (cabbage goiter). Unsere 


1 The life line of the thyroid gland, The Indian medical research 
memoirs, Memoir No. 23, March 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 253. 4 
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Untersuchungen bestatigen diese Beobachtung bei der Ziege insofern, 
als durch den WeiBkohl die giinstigen Veranderungen der Milch, di: 
wir auf eine vermehrte Schilddriisentatigkeit zuriickfiihren, aufgehoben 
worden sind. Die Lebertranbeigabe geniigte offenbar nicht, die un 
giinstige Wirkung des Weifkohls zu kompensieren. 


Die Tabelle IIIT bringt nun Ziegenmilchen von Tieren  ver- 
schiedener Rassen, aus verschiedenen Gegenden der Schweiz, die aber 
waihrend 3 Wochen im selben Stalle gestanden und dasselbe Futter. 
Heu von der besten Qualitat, erhalten hatten. AnlaBlich der schweize- 
rischen landwirtschaftlichen Ausstellung in Bern 1925 wurden am 
21. September, am SchluB der Ausstellung, 10 Milchproben von Ziegen 
sechs verschiedener Rassen erhoben und untersucht. Die Analysen 
sind hier eingehender wiedergegeben. 


Die fettfreie Trockensubstanz zeigt keine besonders starken Schwan- 
kungen. Der Milchzuckergehalt ist bei Nr. 10 auffallend niedrig, bei 
den tibrigen Milchen ziemlich konstant. Recht wechselnd ist die Mineral- 
stoffalkalitat, die ibrigens in allen zehn Fallen negativ ist, am stirksten 
negativ bei den beiden Walliser Schwarzhalsziegen. Auch das Verhiltnis 
zwischen Phosphorséure und Kalk ist ein wechselndes, und zwar fallen 
auch hier wieder die beiden Walliser Schwaizhalsziegen am meisten 
aus der Norm mit den Verhaltniszahlen 2,14 und 2,35. 

Es ist nun nicht ohne weiteres zu sagen, wie weit die gefundenen 
Differenzen auf individuelle Verschiedenheiten zuriickzufiihren sind, 
wieweit der Herkunftsort, die dortigen Boden- und Futterverhiltnisse. 
die ganze Haltung und wie weit die Rasse selbst in Betracht kommt. 
Bei den sich so abnorm verhaltenden Walliser Schwarzhalsziegen 
méchten wir jedenfalls auf ein kropferzeugendes Agens schlieBen, sei 
dies nun in der Umwelt allein oder auch in der Rasse begriindet. 





Fiir unsere Versuche der hormonalen Beeinflussung verwendeten 
wir Ziegen von der Saanen- und Toggenburgerrasse und Mischlinge 
beider Rassen. Die Tiere der Versuchsreihe von 1930 stammen von 
Flihli bei Entlebuch, einer bergigen Gegend, die der beiden anderen 
Jahre aus der flacheren Gegend von Willisau. Die Tiere von Flihli 
standen vor Beginn der Versuche iiber einen Monat im Stalle in Willisau. 


2. Wirkung der Thyreoidektomie auf die Milchsekretion. 


Wir stellen die Versuche des Jahres 1932 voran. Zwei dlteren 


Ziegen -—- Nr. 1 war 5 Jahre alt und hatte viermal geworfen, Nr. 2 
war 3 Jahre alt und hatte zweimal geworfen — wurden die Schild- 


driisen entfernt und die Milch der Tiere direkt vor der Operation und 
11 und 21 Tage nach der Operation untersucht. 
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Das Verhalten der Tiere stimmte im allgemeinen mit den Beob- 
achtungen von Zietzschmann, von Trautmann und von Grimmer iiberein. 
Die Milch ging deutlich zuriick und nahm eine gelbliche Farbe an, die 
allerdings bei Nr. 2 nach 2 bis 3 Wochen wieder wei wurde. Klinische 
Erscheinungen, wie Myxédem, lieBen sich innerhalb der ersten 7 Wochen 
nicht feststellen. Bei Nr. 1 trat in der zehnten Woche nach der Thyreoid- 
ektomie Myxédem auf, verbunden mit zeitweiligen Schwindelanfillen, 
Verweigerung der Nahrungsaufnahme und Riickgang der gelbgefarbten 
Milch unter 100 cem pro Melkzeit. In der elften Woche muBte das Tier 
notgeschlachtet werden. Nr. 2 befand sich 3 Monate nach der Operation 
noch wohl bei gleichmaBiger Sekretion von etwa 400 cem weiBer Milch. 


Die chemische Untersuchung der Milchen ergab folgendes: 


Tabelle 1V. 


Anderung der Milchzusammensetzung infolge der Thyreoidektomie. 





Ziege Nr. 1 


Ziege Nr. 2 


O.IV. | 2.V. 2.V. | IV. | 2V. 12. V. 
ydod in 100cem... . 6,4 4,3 =: 6,2 4.3 — 
Trockensubstanz ... . 12.5 9,57 9.41 11,07 9,35 10,53 
Pe lO  -aen’ 4.55 2,20 1.90 2.90 2,25 3,10 
lettfreie Trockensubstanz 7,95 7,37 7,51 8.17 7,10 7,43 
Se a we er as 0,805 0,920 0,908 0.868 0,954 0,962 
Wr ots ke wy eS 0.149 0,229 —_— 0,168 0,228 
P.O; (cem n auf 100cem) = 10,57 9.53 9,67 10,76 9,19 10,19 
Cpt . ea ~~ 1 «} 6.6 4,43 4,65 6.8 4.6 6,93 
ras 160 215 208 158 199 147 
Aschenalkalitat . .... 105 —2,6 — 4,86 157 —2,05 3.45 


Der Fettgehalt zeigt bei Nr. 1 nach 1] Tagen eine starke Ab- 
nahme, die nach 21 Tagen noch weiter fortgeschritten ist. Bei Nr. 2 
nimmt das Fett anfainglich auch ab, um nach 2! Tagen wieder stark 
anzusteigen. Die fettfreie Trockensubstanz ergibt in beiden Fallen an- 
fanglich eine Abnahme und steigt dann wieder etwas an. 

Die Asche ist deutlich erhéht. Der Phosphorsiuregehalt hat nach 
11 Tagen in beiden Fallen stark abgenommen: nach 21 Tagen hat er 
sich bei Nr. 2 gré®tenteils wieder erholt. Der Kalkgehalt hat nach 
11 Tagen bei beiden Ziegen noch starker abgenommen als der Phosphor- 
siuregehalt: bei Nr. 2 ist er aber nach 2] Tagen nicht nur wieder auf 
den Anfangswert angestiegen, sondern er hat sich sogar noch starker 


gehoben, aihnlich, wie wir das bei dem Fett gesehen haben. Das Ver- 
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haltnis P,O;: CaO ist bei Nr. 1 stark angestiegen, und zwar macht 
sich dieser Anstieg nach 21 Tagen ungefihr gleich stark geltend, wie 
nach 11 Tagen. Bei Nr. 2 haben wir nach 11 Tagen einen starken An 
stieg dieses Verhaltnisses, nach 21 Tagen ist es aber etwas unter dix 
urspringliche Norm zuriickgegangen. 

Der Chlorgehalt hat nach 11 Tagen bei beiden Milchen zugenommen 
bei der letzten Milchentnahme wurde leider unterlassen, ihn zu_be- 
stimmen. 

Die Aschenalkalitat ist bei den Milchen beider Tiere von Anfang 
an negativ; sie verschiebt sich in beiden Fallen nach 11 Tagen und 
noch mehr nach 21 Tagen stark weiter nach der negativen Seite hin. 
und zwar mehr bei der Ziege Nr. 1 als bei Nr. 2. 

Wir finden also als Folge der Thyreoidektomie bei der Ziege Nr. | 
und anfanglich auch bei Nr. 2 ein starkes Vorwalten der Phosphorsiure 
gegeniiber dem Kalk und infolgedessen eine Erhéhung des Verhaltnisses 
P,O,: CaO, ferner eine Verschiebung der Aschenalkalitaét nach der 
negativen Seite hin, woran wohl nicht nur die Zunahme der Phosphor- 
siiure, sondern auch diejenige des Chlors beteiligt ist. Die Anderungen 
in der Milchzusammensetzung sind also gerade entgegengesetzt denen. 
die wir bei der Lebertranverabreichung (s. Tabelle 11) gefunden und 
dort als Wirkungen einer Verbesserung der Schilddriisentatigkeit ge- 
deutet hatten. 

DaB nun bei der Ziege Nr. 2 nach 21 Tagen eine gewisse Umkehrung 
der Verhaltnisse eingetreten ist, indem die Phosphorsiure und besonders 
der Kalk wieder zugenommen haben und das Verhialtnis der beiden 
Mineralstoffe zueinander gesunken ist, riihrt ganz offenbar daher, dab 
bei diesem Tier akzessorische Schilddriisen vikarisierend eingetreten 
sind. Die reinen Verhaltnisse bietet also nur Nr. 1 (vgl. auch die Ver- 
suche von 1930). 

Da nun im allgemeinen in erster Linie die Parathyreoidea als Regu- 
lator des Kalkstoffwechsels gilt, méchten wir betonen, dab, wie bereits 
erwahnt, diese Driise bei allen unseren Versuchen geschont worden ist, 
was ja bei der Ziege besonders gut méglich ist, da sie ihren Sitz hier 
entfernt von der Thyreoidea hat. Die starke absolute und relative 
Erniedrigung des Kalkgehalts der Milch ist also hier nur auf die Ent- 
fernung der Schilddriise allein zuriickzufiihren. 


Grimmer (l. c.) hat als Folgen der Thyreoidektomie eine schwache 
Zunahme des Kalks und eine wesentliche Zunahme der Phosphorsaure 
gefunden; also hat sich auch dort das Verhaltnis der beiden Mineral- 
stoffe in demselben Sinne geandert wie bei unseren Versuchen. Worauf 
aber die Zunahme des Kalkgehalts bei Grimmer im Gegensatz zu unseren 
Befunden beruht, JaBt sich zur Zeit nicht entscheiden. 
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3. Wirkung von Hypophysen-Vorderlappen-Extrakt fiir sich allein und nach 
der Thyreoidektomie auf die Milchsekretion. 

Wir kommen zur Besprechung der 1930 vorgenommenen Versuche. 
Es wurden sechs Ziegen verwendet, von welchen zwei das zweite Mal, 
vier das dritte Mal geworfen hatten. 

Eine Ziege, Nr. 3, erhielt eine Einspritzung von 3,33 g Hypophysen- 
Vorderlappen-Gesamtextrakt. Zwei weiteren Ziegen, Nr.4 und 5, 
wurden vier solche Einspritzungen von 3,33, 5, 3,33 und 3,33 g in Ab- 
stinden von je 8 Tagen verabfolgt. Auf die einmalige Behandlung hin 
war eine deutliche Erhéhung der Milchmenge zu konstatieren: auf 
dreimalige Behandlung hin steigerte sich die Milchmenge in beiden 
Fallen fiir kurze Zeit, um nach etwa zwei Melkzeiten wieder ein wenig 
abzunehmen. Auf die viermalige Hypophysenbehandlung hin lie sich 
bei einer der beiden Ziegen (Nr. 5) eine kurz wirkende Milchvermehrung 
erzielen, wahrend bei der anderen eine Reduktion der Milchmenge 
eintrat. 

Bemerkenswert ist, daB die eine Ziege, Nr.3, welche nur eine 
Dosis von 3,33 g Extrakt erhalten hatte, nach 5 Tagen Brunst zeigte. 
Auf die zweite Injektion hin zeigte die eine Ziege, Nr. 4, Lahmbheit 
der hinteren GliedmaBen, offenbar als Wirkung einer zu starken Dosis. 

Zwei weitere Ziegen, Nr. 6 und 7, wurden 2 bzw. 5 Wochen nach 
dem Partus thyreoidektomiert. Daraufhin wurden ihnen dieselben 
vier Kinspritzungen von Hypophysen-Vorderlappen-Gesamtextrakt in 
achttagigen Intervallen verabreicht, wie den nicht operierten Ziegen 
Nr.4 und 5. Beide Ziegen zeigten nach der zweiten Einspiitzung 
Brunst. 

Das Verhalten der Tiere stimmte im allgemeinen mit dem thyreoid- 
ektomierter Tiere iiberein, wie es Zietzschmann, Trautmann und Grimmer 
beschrieben haben. Die Milchmenge ging nach der Operation sofort 
um die Halfte zuriick, die Farbe der Milch ging schon am vierten Tage 
von wei in gelblich iiber und blieb in der Folge gelb. Nach dreimaliger 
Injektion steigerte sich, gleichwie bei den nicht operierten Tieren, die 
Milchmenge, um nach etwa zwei Melkzeiten wieder etwas abzunehmen. 
Auf die vierte Hypophysenbehandlung hin verminderte sich die Milch- 
menge in beiden Fallen. Im ersten Monat schwankte sie zwischen 400 
und 600 cem und ging im zweiten Monat auf 100 cem und weniger 
zuriick. Gleichzeitig erfolgte Atrophie des Euters und der Zitzen. 
% Wochen nach der Operation standen die Tiere trocken. Sie waren 
aufgedunsen (myx6édematisch) und wurden dann geschlachtet. 

Eine weitere Ziege, Nr. 8, diente als Kontrolle. Es mu® immerhin 
bemerkt werden, dafB sie in den ersten Tagen zweimal Lugollésung 


per os erhielt. 
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In der Tabelle V sind die Resultate der chemischen Untersuchung 
wiedergegeben. 

Die nur mit Hypophysen-Vorderlappen-Gesamtextrakt behandelten 
Tiere, Nr. 3, 4 und 5, zeigen gegeniiber der Kontrolle folgende Merkmale 
in der Zusammensetzung ihrer Milch. 

Fettfreie Trockensubstanz und Fett sind in zwei Fallen ungefahr 
vleich geblieben, in einem Falle bedeutend vermindert. Das sagt aber 
weiter noch nicht viel, da diese Werte nach Tabelle III iiberhaupt 
sehr schwankend sind. Es sei daher dahingestellt, ob diese Veranderungen 
mit der hormonalen Beeinflussung im Zusammenhang stehen. Hingegen 
ist in allen drei Fallen eine gewisse Vermehrung der Mineralstoffe ein- 
getreten, welche tiber das normale MaB hinausgeht. Diese Vermehrung 
betrifft alle drei quantitativ bestimmten Bestandteile, Phosphorsaure, 
Calcium und Chlor. Das Verhaltnis von Phosphorsiure zu Calcium ist 
dasselbe geblieben; diese beiden Bestandteile sind somit in genau aqui- 
valentem Verhaltnis vermehrt worden. Bei der nur einmal behandelten 
Ziege ist die Erhéhung des Chlorgehalts und auch der Gesamtmineral- 
stoffe eine geringere als bei den zweimal behandelten Tieren. 

Die Mineralstoffalkalitat ist bei der Kontrolle Null; bei den drei 
Versuchstieren ist sie um 1,0 bis 1,7 niedriger. Natiirlich laBt sich daraus 
nicht mit Sicherheit auf eine durch die Hypophysenbehandlung bewirkte 
Abnahme der Alkalitat schlieBen, da ja manche Ziegenmilchen negative 
Aschenalkalitaten im selben Grade zeigen. Hingegen spricht die Er- 
héhung des Chlorgehalts doch mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir eine 
soleche Wirkung. 

Betrachten wir nun die beiden Tiere Nr. 5 und 6, welchen die 
Schilddriisen entfernt worden sind und die darauf in derselben Weise 
mit Hypophysen-Vorderlappen-Extrakt behandelt worden sind, wie die 
soeben besprochenen Fille. Hier sind fettfreie Trockensubstanz und 
Fett gegeniiber der Kontrolle deutlich vermindert, wie wir dies bereits 
bei den thyreoidektomierten Tieren Nr. 1 und 2 (Tabelle IV) gesehen 
haben. Der Mineralstoffgehalt ist in einem Falle erniedrigt, im anderen 
etwas erhéht. Phosphorsiure und Kalk haben beide abgenommen, 
und zwar der Kalk bedeutend mehr als die Phosphorsiure, so daB sich 
ihr gegenseitiges Verhaltnis stark verschoben hat. Die Phosphorsaure 
iiberwiegt den Kalk nicht mehr um 1,34, sondern um 1,97 und 1,54, 
in Aquivalenten ausgedriickt. Wir haben also auch hier dieselbe Er- 
scheinung wie bei den Milchen der bereits besprochenen thyreoidekto- 
mierten Tiere Nr. 1 und 2. Ebenso verlauft auch die betrichtliche 
Zunahme des Chlorgehalts ganz analog. 

Wenn wir den Mineraistoffgehalt auf die fettfreie Trockensubstanz 
beziehen, so finden wir bei allen Versuchstieren eine Abnahme gegeniiber 
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der Kontrolle. Am geringsten ist sie bei dem nur einmal behandelte: 
Tiere. Bezogen auf die Mineralstoffe ist der Phosphorsaiuregehalt bei | 
den thyreoidektomierten Tieren etwas erniedrigt, bei den iibrigen Ver- 
suchstieren etwas erhéht. Der Kalkgehalt ist bei den thyreoidektomierten 
Tieren stark erniedrigt, bei den iibrigen Versuchstieren etwas erhdht. 
Das hauptsichlichste Ergebnis dieser Versuchsreihe kann dahin 
zusammengefaBt werden, daB die Behandlung mit Hypophysen-Vorder- 
lappenextrakt die Zusammensetzung der Milch nicht sehr tiefgreifend 


verindert, daB aber doch eine gewisse Erhéhung des Mineralstoff- | 


gehalts, eine ausgesprochene Erhéhung des Chlorgehalts und méglicher- | 
weise eine Erniedrigung der Aschenalkalitat eintritt, wiahrend das Ver- | 
haltnis von Phosphorsiure zu Kalk konstant bleibt. 


Die Milchen der thyreoidektomierten Ziegen zeigen ganz die Merk- | 


male, die wir bereits friiher festgestellt haben: die nachtragliche Hypo- 


physen-Vorderlappenbehandlung der Tiere hat also die durch den Aus- | 
fall der Schilddriisenfunktion bewirkten Anderungen in der Milch- | 


zusammensetzung in keiner deutlichen Weise beeinfluBt. 


4. Wirkung der unvollstdndigen Thyreoidektomie und Wirkung von Extr. 
{ q 4y q 
placentae foetalis bovis und von Corpus luteum auf die Milchsekretion. 


Im Friihjahr 1931 wurden vier trachtige Ziegen, die noch nicht 
geworfen hatten, ins Experiment genommen, von welchen die eine, 
Nr. 12, als Kontrolle diente. 

Das Tier Nr. 9 wurde wieder thyreoidektomiert. Wegen Blutungs- 
gefahr muBte ein ganz kleines Stiick der Schilddriise zuriickgelassen 
werden. 

Unmittelbar nach der Operation ging die Milchabsonderung an- 
‘nahernd auf die Halfte zuriick; bereits nach 2 Tagen war sie wieder 
stark angestiegen und erhob sich allmablich wieder nahezu zur friiheren 
Hohe. Die Farbe der Milch veranderte sich bei diesem Tiere nicht 
Das zuriickgebliebene Stiickchen Schilddriise hat offenbar als akzesso- 
rische Schilddriise gewirkt und die Ausfallserscheinungen verhindert, 
wie das dann auch in der Analyse der Milch zum Ausdruck kam. Die 
erste Milchuntersuchung erfolgte am Tage vor der Thyreoidektomie, 
zwei weitere je eine Woche spater. 


An den Ziegen Nr. 10 und 11 erfolgte in den letzten 10 Tagen vor 
dem Partus die Priifung der Wirksamkeit parenteraler Zufuhr von 
Extrakt aus dem fétalen Teil der Kuhplacenta, also der Versuch einer 
Hyperplacentation. Nr. 10 erhielt fiinf Extrakteinspritzungen. Nr. 11] 
hatte 3'Tage zuvor den Brei eines Corpus luteum im Bliitestadium 
subcutan erhalten: ihr wurden zwei Placentainjektionen verabfolgt. 














elte: 
t bei! 
Ver- 
‘rten 
1Oht. 


ahin 
‘der- 
fend 
toff- | 
her- | 


Ver. | 


erk- | 
ypo- 

Lus- | 
Ich- | 


\Zs- 


sen 


an- 
der 
ren 
ht 
so- 
rt, 
die 


ie, 


‘or 
on 
ler 
1] 
im 
rt. 








EKinfluB der Schilddriisenexstirpation auf die Milechsekretion von Ziegen. 59 


Die beiden so behandelten Tiere hatten schon vor dem Werfen 
ein harteres Eutergewebe als die Kontrolle. Gleich nach der Geburt 
und einige Tage spater konnte man bei dem Tier Nr. 10 deutlich das 
Aufquellen des Euterunterhautzellgewebes (Euterédem) feststellen: in 
geringerem Grade lieB sich dies auch bei Nr. 11 nachweisen. Die Milch- 
sekretion blieb um 20 bzw. 10°, gegeniiber der Kontrolle zuriick, wahr- 
scheinlich infolge der Hyperplacentation. 

8 Tage post partum erfolgte in beiden Fallen eine abermalige 
Placentaextraktinjektion. Sie bewirkte bei beiden Tieren leicht ge- 
schwellte Euter, aber héchstens voriibergehend eine leichte Verminderung 
der Milchsekretion. 

Bei den Ziegen Nr. 11 und 12 kam am 2]. Mai (nach AbschlubB 
der Milchuntersuchung) die Schilddriisenexstirpation zur Ausfiihrung. 
Die Gewichte der beiden Schilddriisenlappen betrugen bei Nr. 11 links 
6,5 g, rechts 12,5 g gegeniiber je 2.5 g bei der nicht mit Placentaextrakt 
behandelten Kontrolle Nr. 12. Die erste Milchanalyse erfolgte bei 
Nr. 10 und 11 2 Tage vor der letzten Placentabehandlung, zwei weitere 
je eine Woche spater. 

Die chemische Untersuchung wurde diesmal recht eingehend vor- 
genommen. Man suchte die Mineralstoffe médglichst vollstandig zu 
bestimmen. Der nicht bestimmte Teil wurde aus der Differenz be- 
rechnet und als Na,O angenommen. Die Mineralstoffe sind in der 
Tabelle einerseits als Gramm in 100 cem Milch, andererseits als cem n 
in 100cem Milch angegeben. Durch Addition der Saéuren unter sich 
und der Basen unter sich und Subtraktion der Sauren von den Basen 
laBt sich die Aschenalkalitat berechnen. Die berechneten Werte werden 
mit den gefundenen verglichen: Je besser die Ubereinstimmung ist, 
desto mehr spricht dies fiir die Genauigkeit aller Einzelbstimmungen. 

Das Ergebnis der Analysen ist in der Tabelle VI zusammen- 
gestellt. 

Bei dem thyreoidektomierten Tier Nr. 11 lassen sich keine typischen 
Veranderungen in der Milch feststellen, welche fiir die erfolgte Operation 
charakteristisch waren, in voller Cbereinstimmung damit, daB der er- 
haltene Rest der Schilddriise geniigte, um Ausfallserscheinungen zu 
verhiiten. Wahrend bei der Ziege Nr. 2 (Tabelle 1V) wenigstens anfangs 
(nach 11 Tagen) solche Erscheinungen aufgetreten waren, weil sich 
dort die Schilddriise aus latent vorhandenen akzessorischen Driisen 
erst entwickeln muBte, geniigte hier bei Nr. 11 der erhaltene kleine 
Rest der Hauptdriise, um die Funktion ungestért aufrecht zu erhalten. 

Bei der mit Placentaextrakt behandelten Ziege finden sich keine 
deutlichen Unterschiede in der Milchzusammensetzung. Unterschiede 
im Fettgehalt, eine geringe Abnahme der Mineralstoffe im Laufe von 
14 Tagen haben keine Bedeutung. Die Alkalitaét ist diesmal von Anfang 
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Tabelle VI. Untersuchungen von Milchen 


Ziege Nr. 9: Am 5. Mai unvollstandig thyreoidektomiert. 


Vor 











Nr. 10: ,, 16. April 9cem Extr. Placentae foetalis bovis. 
> aa 15 ,, 
18 
20. 20 
Ss: ,_ Ww de 
Ziege Nr.9 Ziege Nr. 10 
4. V. 1. V. a oa 4. V. ul. V. 
g in 100cem g in 100 cem g in 100cem g in 100cem g in 100 ecm 
Trockensubst. 13,09 15,32 12,73 14,13 14,82 
F at oy | 3,85 5,05 3,70 4,65 5,40 
Protein 3,22 4,04 3,65 8,65 8,56 
Milchzucker 4,97 5,00 4.41 4,90 4,81 
Mineralstoffe 0,838 0,842 0,847 0,880 0,853 
Summe 12,88 14,93 12,61 14,13 14,62 
octet |. 10,27 10,03 9,48 9,42 
ecm n in eem n in ecm n in ecm n in ecm n in 
O/o 100 cem Ol 100 eem Oo 100 cem Ol6 100 cem %/6 100 cem 
PO; 0,233 983 0,241 10,20 0,200 8.45 0,247 10,48 0,206 8,73 
Cl 0,148 4,17 0,130 3,67 0,194 548 0,127 3.59 0,128 3,60 
SOs 0,019 0,48 0,022 0.55 0,012 0,30 0,030 0,75 0,016 0,40 
ee a 14,48 14,42 14,23 14,80 12,37 
CaO 0,217 7,75 | 0,235 8.30 0.189 6,75 0,231 8,25 0,210 7,50 
MgO 0,015 0,75 0,028 1,40 0,018 0,90 0,023 1.14 ; 0,042 2,09 
K,O 0,116 2,45 0,100 2,13 0,084 1,78 0,107 2,28 0,116 2,45 
NazO ‘aus | 9.090 2,90 0,086 2,77 0,150 4,85 0,115 | 3,79 0,185 3,385 
der Differenz) | 
Summe der || 13,85 14,69 14.28 15,37 15.39 
Kationen | 
Aschen- | v6 - \ AT a9 
alkalitat ber. || 0,63 0,18 0,05 0,57 3,02 
Aschen- - xa , " 4 208 
sivalitat get 0,47 + 0,57 0,10 + 0,67 + 8,05 
0; i - - . 
i | 1,27 1,23 1,25 1,27 1,16 
CaO | 
0 0 0! 0 
Mineralstoffe : . E "i : 
der fettfreien | 0,906 0,818 0,887 0,930 0,902 
Trockensubst | 
P, 0; in den 
Mineral- | 27,8 28.6 23,6 27.2 24,2 
stoffen | 
CaO in den 
Mineral- | 25.9 27,9 22.4 26.3 24,6 


stoffen 














en 


"or 
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vorbehandelter Ziegen, Sommer 1931. 
behandlung : 
Ziege Nr. 10: Am 6. Mai 20cem Extr. Placentae foetalis bovis. 
» Nr. ll: ,, 16. April?/, Corpus luteum. 
ae oe he a mr 
» 20. ,,  20cem Extr. Placentae foetalis bovis. 
>) ae 20 


,» Nr. 12: Kontrolle, 6. Mai 20 cem Extr. Placentae foetalis bovis. 











Ziege Nr. 11 Ziege Nr. 12 
a ae Siac y- fs ik V. a. ¥ ss. Y. 4.5 
g in 100 cem g in 100 cem g in 100cem g in 100e¢cm gin 100c¢em 
12,58 14,82 13,45 12,45 15,15 
3,60 4,85 3,75 3,10 4,45 
3,20 3,95 3,00 3,18 5,10 
4,68 5,10 5,12 4,88 4,77 
0,848 0.848 0,833 0.839 0,902 
12,33 14,75 12,70 12,00 15,22 
8.98 9,97 9,70 9,35 9.58 
ecm n in ecm n in eem n in eem n in cem n in 
0'5 100 cem 0» 100 ¢em 0), 100 cem 0/4 100 cem ¢ 100 com 
0,205 8,66 0,244 10,32 0,243 10,28 0,218 9,21 0,269 11,37 
0,175 4,94 0,136 3,83 0,132 3,72 0,148 4,18 0,127 3,57 
0,015 0,38 0,016 0,40 0,021 0,53 0,017 0,43 0,025 0,63 
13,98 14,55 14,53 13,82 15,57 
0,206 7,37 0,243 8,65 0,213 7,58 0,205 7,30 0,260 9.25 
0,017 0,85" 0,025 1,24 0,031 1,54 O16 0,80 0.915 0,75 
0,095 2,02 0,107 2,28 0,113 2,40 0,102 2,14 0,112 2,37 
0,135 4.35 0,077 2,55 0,089 2,58 0,133 4.28 0,094 2,97 
14,59 14,72 14,10 14,52 15,34 
+ 0,61 0,17 0,43 0,70 0,23 
+ 0,50 + 0,67 + 0,43 + 0,23 0.13 
1,18 1,26 1,36 1,26 1,23 
0 0 0 0 0 0 0 
0,941 0,851 0,859 0,897 0,845 
24,2 29,7 29,1 26,0 29,7 


24,3 28,0 25,6 24.5 28,9 
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an positiv. Sie nimmt nach 8 Tagen zu, um nach 14 Tagen wieder 
ungefahr auf den Anfangsgehalt zu sinken. Das Verhaltnis von Phosphor- 
siure zu Kalk nimmt unbedeutend ab. 

Auch die Behandlung mit Corpus luteum und Placentaextrakt 
hat keine deutlichen Verainderungen bewirkt. Der Mineralstoffgehalt 
bleibt bei allen drei Analysen ungefahr konstant. Die stets positive 
Alkalitat nimmt um eine Kleinigkeit ab, das Verhaltnis von Phosphor- 
siure zu Kalk bleibt ungefihr konstant. 

Beziiglich der Aschenalkalitaét ist es interessant, daB wir 1930 in 
allen Fallen negative und 1931 vorwiegend positive Resultate erhalten 
haben. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich, daB durch keinen der vor- 
genommenen Eingriffe, Behandeln mit Placentaextrakt, mit Corpus 
luteum und Placenta die Milch der Ziegen in einer Weise verandert 
worden ist, die sich in der chemischen Analyse deutlich zu erkennen 
gegeben hatte. 

Wie erwahnt, wird in der Medizin gegen Basedow ohne oder in 
Verbindung mit der Kropfoperation der GenuB von Milch thyreopriver 
Ziegen mit gutem bis vollstandigem Erfolg verordnet. 

Uber die Ursachen der Wirksamkeit solcher Milch geben unsere 
Untersuchungen keinen AufschluB. Es ist kaum anzunehmen, dab die 
festgestellten Verainderungen in der Zusammensetzung der Mineralstoffe 
die itiberfunktionierende Schilddriise giinstig zu beeinflussen vermégen. 
Wir glauben eher annehmen zu miissen, da} das Sekret einer inneren 
Driise, welche der Thyreoidea antagonistisch wirkt und mit ihr im Gleich- 
gewicht steht, in der Milch thyreopriver Tiere vorherrscht und nun ihre 
Wirkung gegen die Hyperfunktion der Schilddriise entfaltet. Nach 
Verzar' kénnte man an die Nebennierenrinde denken. 

Es, fragt sich nun, welche physiologische Bedeutung der Gelb 
firbung der Milch thyreopriver Ziegen zukommt. Bekanntlich fehlt 
der normalen Ziegenmilch im Gegensatz zur Kuhmilch das Lipochrom, 
welches aus dem Carotin der Nahrung entsteht, méglicherweise auch 
damit identisch ist, und welches Vitamin-A-Wirkung entfaltet. Es 
kénnte nun sein, daf$ das Lipochrom in der Ziegenmilch normalerweise 
deshalb fehlt, weil es von der Schilddriise vollstandig aufgenommen wird. 
Bei der Kuh wiirde dann vielleicht nur eine teilweise Aufnahme durch 
diese Driise erfolgen, so da® der Uberschu8 an die Milch abgegeben 
wiirde. Wird nun bei der Ziege die Schilddriise entfernt, so gelangt 
der gelbe Farbstoff in die Milch. Es ware auch an andere Méglichkeiten 
zu denken, so an eine Beziehung der Schilddriise zu der Leber, da das 
Vitamin A bei Herbivoren in der Regel in letzterem Organ aufgespeichert 


1 F. Verzar, Schweiz. med. Wochenschr. 62, 58, 1932. 
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zu sein scheint!. Es sei in diesem Zusammenhang daran erinnert, 
daB nach Verzar (i. c.) ein gewisser Antagonismus zwischen dem 
Schilddriisenhormon und dem Vitamin B festzustellen ist. 


Zusammenfassung. 

Es wird an Hand der Literatur fiir Milchen verschiedener Saugetiere, 
an Hand eigener Versuche fiir Kuh- und Ziegenmilch nachgewiesen, 
daB das Verhaltnis von Phosphorséiure zu Kalk im allgemeinen ein 
ziemlich enges ist. Es hangt nicht von dem absoluten Gehalt dieser 
beiden Mineralstoffe in der Milch ab, steht aber offenbar in Beziehung 
zu der Schilddriisenfunktion. Es wurde bei Walliser Schwarzhalsziegen 
im Gegensatz zu anderen Ziegenrassen stark erhéht gefunden. 

Verabreichung von Lebertran setzt das Verhaltnis herab, wenn es 
in einem gegebenen Falle erhéht ist. Im Gegensatz dazu erhéht die 
Verfiitterung von Weibkohl (nach MeCarrison und Madhava ein kropf- 
erzeugendes Futter) das Verhaltnis. 

Thyreoidektomie erhéht das genannte Verhaltnis. Sie erniedrigt 
den Phosphorgehalt der Milch maBig, den Calciumgehalt sehr stark und 
erhéht den Chlorgehalt. Sie andert die Aschenalkalitat nach der sauren 
Seite hin. 

Falls akzessorische Schilddriisen die Funktion der entfernten Haupt- 
driise tibernehmen, wird die Zusammensetzung der Milch kurze Zeit 
nach der Schilddriisenexstirpation wieder normal, und auch die infolge 
der Thyreoidektomie gelbliche Farbung der Milch wird wieder weif. 
Bei unvollstandiger Thyreoidektomie lieB sich im Bereich unserer 
Untersuchungen auch nicht vori:bergehend ein Wechsel der Farbe oder 
eine Anderung in der Zusammensetzung der Milch nachweisen. + 

Behandlung mit Hypophysen-Vorderlappen-Extrakt vermehrt die 
Mineralstoffe der Milch, ohne das Vethaltnis P,O,;: CaO irgendwie zu 
beeinflussen. Der Chlorgehalt steigt dabei an, die Aschenalkalitat 
scheint erniedrigt zu werden. 

Behandlung der Versuchstiere mit f6talem Placentaextrakt oder 
mit Corpus luteum und Placentaextrakt rufen in der Milch keine deutlich 
wahrnehmbaren Veranderungen hervor. 


' Vgl. P. Karrer, H.v. Euler u. K. Schépp, Helv. Chim. Act. 15, 493, 
1932. 














Zur Biochemie und Physiologie 
organischer Phosphorverbindungen in Pflanze und Tier. 


III. Mitteilung: 


Uber den Austritt von anorganischem und organischem Phosphor 
aus Pflanzenzellen unter verschiedenen Bedingungen. 


Von 


Hlugo Magistris. 


(Aus dem _ biologischen Laboratorium des Endokrinologischen Instituts 
Zimasa in Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1932.) 


In einer Reihe von friiheren Arbeiten habe ich mich bereits mit der 
Biochemie der pflanzlichen Zellgrenzschichten beschaftigt!. — Ins- 
besondere wurden die Angaben von Hansteen Cranner? iiber das Vor- 
kommen von sogenannten ,,wasserléslichen Phosphatiden” in diesen 
Geweben nachgepriift und zum Teil bestatigt. Es gelingt wohl, durch 
Dialyse lebender Pflanzenzellen gegen Wasser in diesem lésliche 
organische Phosphorverbindungen von ,,phosphatidihnlichem* Aufbau 
zu isolieren, doch ist es nicht richtig, den gesamten organischen Phosphor 
ais Phosphatidphosphor anzusprechen, wie dies Hansteen Cranner 
getan hat. Noch kritikloser ist Grafe? gewesen, der ohne Beriick- 
sichtigung des anorganischen Phosphors iiberhaupt den Gesamt- 
phosphor der Dialysate als Phosphatidphosphor annimmt. Die grobe 
Mannigfaltigkeit der in den Pflanzendialysaten anwesenden Stoffe 


und die tiberaus komplizierten Bindungsverhaltnisse der Begleitstoffe 
an die wasserléslichen Phosphatide wurden von Grafe iiberhaupt auber 


acht gelassen, wofiir die Analyse seines Feigenphosphatids das beste 


lH. Magisiris u. P. Schafer, diese Zeitschr. 214, 401, 440, 1929: 
H. Magistris, Ergebn. d. Physiol. 31, 158, 1931. 

2 B. Hansteen Cranner, Zur Biochemie und Physiologie der Grenz- 
schichten lebender Pflanzenzellen. Meldinger fra Norges Landbrukshoiskole 
2, 1922. 

3 V.Grafe u. V. Horvat, diese Zeitschr. 159, 449, 1925; V.Grafe u. 
K. Ose, ebenda 187, 102, 1927. 
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Zeugnis ablegt. Unsere Untersuchungen der letzten Jahre haben aber 
gerade gezeigt, daB neben dem Austritt phosphatidaihnlicher Komplexe 
stets auch eine reichliche Exosmose von Phosphaten stattfindet, ja 
daB letztere in den ersten Stunden der Dialyse sogar bedeutend gréBer 
ist. Erst bei einer ungefahr 10 Stunden iibersteigenden Dialysedauer 
nimmt die Exosmose der organischen Phosphorverbindungen rapide 
zu, wahrend die der Phosphate dann abnimmt. 

Diese Verhaltnisse sollen eben in vorliegender Arbeit quantitativ 
untersucht werden, wobei auch gezeigt werden soll, daB die Exosmose 
der Phosphorverbindungen von der Beschaffenheit des AuBenmediums 
stark abhangig ist. 

Aus friiheren Jahren liegt eine Arbeit von Zaleski und Mordkin' vor, 
die die Exosmose des anorganischen und organischen Phosphors aus ver- 
schiedenen Pflanzenorganen, hauptsaéchlich aus Erbsensamen, quantitativ 
untersuchten; die von uns teilweise erfolgte Nachpriifung erbrachte Be- 
stétigung der Angaben dieser Autoren. 


Fir die Bestimmung des aus verschiedenen Pflanzen bzw. Pflanzen- 
teilen ausgetretenen Phosphors wurde in den Dialysaten stets der 
anorganische und organische Phosphor bestimmt. 


Die Bestimmung des Gesamtphosphors erfolgte in einem aliquoten 
Teil bzw. im ganzen Dialysat nach der alkalimetrischen Methode von 
Neumann?, Der anorganische Phosphor wurde nach der modifizierten 
kolorimetrischen Methode von Bell und Doisy bestimmt*. Der organisch 
gebundene Phosphor wurde aus der Differenz errechnet. 

Die Arbeit wurde zum gr6Bten Teil bereits vor 2 Jahren im chemischen 
Laboratorium der Rudolfstiftung in Wien (Vorstand: Prof. Dr. 2. Freund) 
ausgefiihrt, konnte aus duBeren Griinden aber erst jetzt vollendet und 
ver6ffentlicht werden. ; 


Experimenteller Teil. 
Versuchsgruppe 1. 


Einflu8B der Temperatur auf den Austritt des anorganischen 
und organischen Phosphors. 


1. Ackererbse (Pisum arvense). Es wurden nur ausgereifte ruhende 
Erbsensamen fiir die Versuche verwendet; beschaidigte Samen wurden beim 
Auslesen entfernt. Die Samen wurden nun zunachst mit warmem Wasser 
griindlich gewaschen, dann mit 5°/),iger Bromlésung gespiilt, hierauf 
mit 20° igem Alkohol und schlieBlich mit destilliertem sterilen Wasser. 
Die Lebens- und Keimfihigkeit des Materials hatte durch diese Behandlungs- 
weise keinen Schaden erlitten. 

Als VersuchsgefaiBe dienten Kolben, die vorher im Autoklaven steri- 
lisiert worden waren und mit einem sterilen Wattebausch verschlossen 


1 W. Zaleski u. W. Mordkin, diese Zeitschr. 195, 415, 1928. 

2 E. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 115, 1907; 43, 32, 1907. 

3 Bellu. Doisy, J. of Biol. 18, 215, 1914; Briggs, ebenda 59, 255, 1924; 
Fiske u. Subbarow, ebenda 66, 375, 1925. 
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wurden. Auf die aseptische Gewinnung der Dialysate wurde iiberhaupt 
das gr6Bte Augenmerk gerichtet. Alle Dialysate wurden vor der weiteren 
Aufarbeitung nach den tiblichen Methoden der bakteriellen Untersuchung 
unterzogen, was im folgenden nicht besonders erwaéhnt werden wird. Die 
nicht vollkommen einwandfreien Dialysate wurden unbedingt verworfen. 
Alle zur Verwendung kommenden GeféBe waren vorher sterilisiert worden. 

Kine im Laufe der Dialyse, insbesondere bei héheren Temperaturen, 
in den Lésungen auftretende Triibung, die keineswegs von Bakterien 
herriihrte, sondern durch die von Hansteen Cranner sogenannte ,,unldéslich: 
Phosphatidfraktion® verursacht war, wurde durch Filtration durch einen 
Glasgooch entfernt und griindlichst mit destilliertem Wasser nachgewaschen. 
Diese unlésliche Fraktion stellt nach bisher unver6ffentlichten Unter- 
suchungen von uns kein eigentliches Phosphatid dar, wie Hansteen Cranner 
und auch wir in friiheren Arbeiten angenommen hatten, sondern ist eine 
EiweiB-Phosphatidverbindung, die erst bei erhéhter Durchlassigkeit der 
Zellgrenzschichten in das Wasser hinausdringt. 

Das fiir die Dialyse verwendete destillierte sterile Wasser betrug im 
allgemeinen die dreifache Menge des zu dialysierenden Materials. Es ist 
deshalb notwendig, die Versuchsbedingungen so eingehend zu beschreiben, 
weil wir spéter zeigen werden, da6 die GréBe der Phosphorexosmose auch 
von der Menge der Dialysierfliissigkeit abhangig ist. 

Es wurden nun zunachst je 36g Erbsen durch 18 Stunden bei 
verschiedenen Temperaturen dialysiert und in den einzelnen Dialysaten 
der Phosphor quantitativ bestimmt. Folgende Tabelle gibt eine Uber- 
sicht der dabei erhaltenen Werte: 


Tabelle I. 





remperatur Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
°C mg mg mg 
0 0,443 0,441 0,002 
10 0,657 0,632 0,025 
20 1,285 1,174 0,111 
30 2,639 1,721 0,918 


Die starke Exosmose des organischen Phosphors bei héheren 
Temperaturen ist deutlich zu erkennen. Bei 30° fand auch ein er- 
heblicher Austritt der sogenannten unldéslichen Phosphatidfraktion 
statt, so daB das Dialysat durch eine wolkige Suspension getriibt war. 

Die starke Phosphorexosmose bei héheren Temperaturen ist aber 
ein vollig reversibler Vorgang. 

In einem weiteren Versuch soll gezeigt werden, daB der Austritt 
des anorganischen und organischen Phosphors wahrend der Dialyse 
nicht gleichmaBig erfolgt, sondern daB in den ersten Stunden haupt- 
sichlich Phosphate austreten neben wenig Phosphatiden und da erst 
nach einer ungefihr 10 Stunden iibersteigenden Dialyse der Austritt 
letzterer stark zunimmt, bei gleichzeitiger Abnahme des anorganischen P. 
Die Durchfiihrung des Versuchs gestaltete sich so, daB in den einzelnen 
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GefaBen von 4 zu 4 Stunden die Phosphorbestimmungen vorgenommen 
wurden. Die nachfolgende Tabelle I] gibt eine Ubersicht der dabei 
erhaltenen Werte: 

Tabelle II. 


Erbsengewicht: je 28g; Temperatur: 17°C. 





Gefib Dialysedauer Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 

Nr. Std. mg mg mg 

1 4 0,287 0,287 

2 8 0.523 0,516 0.007 
3 12 0,814 0,802 0,012 
4 16 1,102 1,081 0,021 
5 20 1,446 1,365 0,081 
6 24 1,922 1,719 0,203 


2. Rote Ribe (Beta vulgaris var. Rapa Dumort.). Fi die Versuche 


wurden nur gesunde Riiben einer mittelgroBen, blutroten Sorte verwendet. 
Die Vorbereitung der fiir die Versuche verwendeten Riibenscheiben geschah 
in folgender Weise: Die geschalten Riiben wurden mit einem scharfen 
Messer geteilt und aus dem mittleren Teil ungefahr 5 « 5 « Lem groBe 
Scheiben herausgeschnitten. Diese wurden nun zunachst, um die Inhalts- 
stoffe der durch das Schneiden beschadigten Zellen zu entfernen, unter der 
Wasserleitung mit einem kraftigen Strahl abgespiilt, dann in einer groBen 
Porzellanschale mit sténdig erneuerten Mengen von kaltem Leitungswasse1 
so lange behandelt. bis dieses auch nach halbstiindigem Stehen keinen 
Austritt von Zellfarbstoff mehr zeigte. Dann wurden die Riibenscheiben 
in der gleichen Weise, wie vorhin bei den Erbsensamen ausfiihrlich be- 
schrieben wurde, sterilisiert. 

70g Riibenschnitten wurden durch 14 Stunden bei verschiedenen 
Temperaturen dialysiert. 

Tabelle IIT. 





Temperatur Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
°C mg mg mg 
0 0,268 0,197 0;071 
10 0,538 0,402 0,136 
22 1,624 0,997 1,627 
35 3,001 1,785 1,216 


Die Ergebnisse zeigen im allgemeinen vollkommene Uberein- 
stimmung mit denjenigen bei den Erbsensamen. Die permeabilitats- 
erhéhende Wirkung der Temperatur ist bekannt; mit der bei héheren 
Temperaturen weitgehend gesteigerten Durchlissigkeit der Zellgrenz- 
schichten geht die vermehrte Exosmose organischer Phosphor- 
verbindungen Hand in Hand. Das leichter bewegliche Phosphat- 
molekiil ist hingegen auch schon bei geringerer Durchlassigkeit der 
Grenzschichten imstande, in das Dialysewasser auszutreten. 

Es wurde auch hier wieder der Austritt des Phosphors in Ab- 
hangigkeit von der Zeit verfolgt. 
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Tabelle IV. 


Riibengewicht: 85g; Temperatur: 21 bis 24°C. 





Gefib Dialysedauer Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 

Nr. Std. mg mg mg 

1 4 0,645 0,499 0,146 

2 8 1,823 0,924 0,899 

3 12 1,926 1,142 0,784 

+ 17,5 2,447 1,621 0,826 

5 20 _ 1,972 — 

6 24 3,718 2,402 1,316 

7 28 8,805 2,247 1.558 


Auch hier besteht wieder weitgehende Ubereinstimmung mit den an 
Erbsensamen erhobenen Befunden. 


3. Pferdebohne (Vicia Faba). Die Vorbereitung des Materials erfolgte 


in der bereits friiher beschriebenen Weise. 
Je 35g Bohnen wurden bei verschiedenen Temperaturen dialysiert. 


Tabelle V. 


Dialysedauer: 16 Stunden. 





Temperatur Gesamt-P Anorganiseher P Organischer P 
oC mg mg mg 
5 0,828 0,588 0,240 
15—17 1,887 1,142 0,745 
30 3,694 2,498 1,196 


Um zu zeigen, daB die Erneuerung des Dialysewassers einen EinfluB 
auf die Menge der ausdialysierten Phosphorverbindungen ausiibt, 
wurden in zwei GefiBen je 42 g Bohnen durch 21 Stunden dialysiert. 
In dem einen GefiB wurde alle 7 Stunden das destillierte Wasser ge- 
wechselt, im anderen verblieb durch die ganze Zeit dasselbe Wasser. 
Wie aus der Tabelle VIa zu ersehen ist, war die Menge sowohl des 
anorganischen als auch des organischen Phosphors nach 21 Stunden 
in dem Versuch mit erneuertem Wasser erheblich gréBer als bei gleich 
langer Dialyse gegen dasselbe Wasser. 


Tabelle VIa. 
Temperatur 19°C. 





Dialysedaner Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
7 Oe SS ae Se 1,241 0,933 0,308 
Dann in erneuertem W asser 

nach 7 Stunden. .. . 1,945 0,967 0,978 
[In abermals erneuertem 

Wasser nach 7 Stunden 2,601 1,420 1,181 

Summe: 5,787 3,320 2,467 
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Tabelle VIb. 
Temperatur: 19°C. 





Dialysedauer Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
Std. mg mg mg 
21 4,113 2,573 1,540 


Eine VergréBerung der Menge des Dialysewassers tiberhaupt hat, 
wie folgender Versuch zeigt, eine vermehrte Phosphorexosmose zur Folge. 
Das Bohnengewicht betrug je 40 g. 


Tabetle VII. 


Dialysedauer 10 Stunden, Temperatur 15 bis 17°C. 





Menge des Dialysewassers Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
ecm mg mg =e 
120 1,528 1,320 0,208 
240 1,786 1,542 0,244 
360 1,998 1,800 0,198 


Die beiden in den Tabellen VII und VIII wiedergegebenen Versuchs- 
reihen wurden auch bei 30° durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse ent- 
sprechen im allgemeinen denen bei niedriger Temperatur. Da aber bei 
héheren Temperaturen die Exosmose der organischen Phosphorverbin- 
dungen iiberhaupt reichlicher ist, so sind die erhaltenen Versuchsresultate 
nicht so tibersichtlich, weshalb wir von einer Wiedergabe unserer Versuchs- 
protokolle Abstand nehmen wollen. 


Versuchsgruppe 2. 
Einflu8B des Lichtes auf den Austritt des anorganischen und 
organischen Phosphors. 


Ackererbse. Uber den Einflu8 des Lichtes speziell auf die Exosmose 
organischer Phosphorverbindungen ist an anderer Stelle berichtet worden!. 
In dieser Arbeit soll besonders das Verhaltnis zwischen anorganischem 
und organischem Phosphor in den Dialysaten bei der Belichtung beriick- 
sichtigt werden. 

Eine DurchlassigkeitserhGhung der Zellgrenzschichten unter dem Ein- 
flu§ des Lichtes ist von vielen Autoren beobachtet worden. Magistris 
hat darauf hingewiesen, daB die permeabilitatserhGhende Wirkung des 
Lichtes wahrscheinlich durch die chemischen Veraénderungen der in den 
Zellgrenzschichten anwesenden Phosphatide bedingt ist; denn fiir Lecithin, 
das ja den Phosphatid-,,Kern* vorstellt, bzw. fiir sein Kernstiick Glycerin- 
phosphorsaure, haben Neuberg? sowie Magistris? photokatalytische Spaltung 
nachgewiesen. 


1 H. Magistris u. P. Schafer, Beitrige zur Biologie der Pflanzen 18, 
116, 1930. 

2 C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 29, 279, 1910. 

3 H Magistris, diese Zeitschr. 210, 85, 1929; Ergebnisse der Physiologie 
31, 165, 1931. 
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Die Bestrahlung der Lésungen, die teils waihrend der ganzen Daue 
der Dialyse, teils auch nur durch kurze Zeit hindurch vorgenommen wurde, 
geschah sowohl mit gewdhnlichem elektrischen Licht (600 Watt - Tages- 
lichtlampe), als auch mit einer Quarzlampe (Hanauer Héhensonne). Die 
Entfernung von der Lichtquelle war dabei so bemessen, da8 die Warme- 
strahlung unberiicksichtigt bleiben konnte. 


Folgender Versuch wurde mit je 34,6g¢ Erbsen ausgefiihrt. 


Tabelle VIII. 


Dialysedauer: 6 Stunden; Temperatur: 19° C. 





Beleuchtung Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
Dunkelraum. . . 0,426 0,403 0,023 
Klektrisches Licht 0,584 0,478 0,116 
Quarzlampe . . . 0,936 0,683 0,253 


Als VersuchsgefaBe dienten in diesem und den folgenden Versuchen 
dieser Reihe kleine photographische Entwicklerschalen aus Glas, so da 
die ganze Oberfliche des Dialysates der Strahlenwirkung ausgesetzt war. 
Die GréBe der Schalen war so bemessen, daB die Samen nach der Quellung 
von der dreifachen Wassermenge nur eben bedeckt waren. 

Noch deutlicher wird der Einflu8 der Belichtung auf die Exosmose 
des Phosphors in der etwas geéinderten Versuchsanordnung der folgenden 
Tabelle. Es wurden hier nicht die Dialysate, sondern die durch 2 Stunden 
vorgequollenen, von der Fliissigkeit befreiten Samen bestrahlt und erst 
dann der eigentlichen Dialyse unterworfen. 

Erbsengewicht: je 28g. Bestrahlungsdauer der gequollenen, zwischen 
FlieBpapier rasch getrockneten Samen: 5 bis 30 Minuten. 


Tabelle IX. 


Dialysedauer: 7 Stunden; Temperatur: 17 bis 19° C. 





Belichtungsdauer 
Belichtungsquelle der Samen Gesamt-P Anorganischer P| Organischer P 
Min. mg mg mg 
Unbelichtet. . . _ 0,352 0,288 0,064 
Elektrisches Licht 5 0,349 0,229 0,120 
a s 15 0,536 0,314 0,222 
a * 30 0,947 0,621 0,326 
Quarzlampe . . 5 0,546 0,823 0,223 
m .% 15 1,202 0,714 0,488 
” ay 30 1,937 1,004 0,933 


Bei der verhaltnismaBig langen Bestrahlung mit der Héhensonne war 
offenbar ein Teil der Samen schwer geschadigt, wenn nicht getétet worden, 
da das Dialysat sehr stark triibe war und EiweiBreaktion gab, die im Dialysat 
der gesunden lebenden Samen sonst niemals beobachtet worden war. 
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Versuchsgruppe 3. 


Einflu8 von Salzen auf den Austritt des anorganischen und 
organischen Phosphors. 

Bereits Hansteen Cranner (l.c.) hat den EinfluB verschiedener 
Salze auf die Permeation der Phosphatide, insbesondere der wasser- 
unléslichen, studiert, indem er die GréBe der Exosmose der wasser- 
unléslichen Phosphatide in verschiedenen Salzlésungen feststellte. 
Dabei ergab sich, daB diese gemaB der Reihe K < Mg < Ca gehemmt 
wird. 

Auf die bemerkenswerten Beziehungen von Alkali- und Erd- 
alkaliionen verschiedener Konzentrationen zu den wasserléslichen 
und -unléslichen Phosphatiden haben neben Hansteen Cranner auch 
schon Grafe und Magistris und in letzter Zeit Magistris! in einer Reihe 
von Arbeiten hingewiesen. Es hat sich dabei ergeben, daB Alkali- 
(und in schwacherem MaBe auch Mg-)Ionen das Austreten der organi- 
schen Phosphorverbindungen férdern, Erdalkaliionen aber hemmen. 
Fiir die Wirkung der Salze sind Kation und Anion additiv maBgebend. 

Es war in diesen Versuchen die Frage zu beantworten, ob mit der 
Hemmung des Austrittes der organischen Phosphorverbindungen durch 
Erdalkalisalze (bzw. der Férderung durch Alkalisalze) auch eine gleich- 
sinnige Anderung der Phosphatexosmose Hand in Hand gehe. 

1. Pferdebohne (Vicia Faba). Es wurden zuerst verschieden starke 
Lésungen von KCl, MgCl, und CaCl, bei Temperaturen von 17° als 
Dialysierfliissigkeiten verwendet und der P-Gehalt der Dialysate 
bestimmt. Bei 30° wurden ganz analoge Resultate erhalten. ‘ 

Bohnengewicht: je 25,6 g. 


Tabelle X. 


Dialysedauer: 12 Stunden; Temperatur: 17° C. 





Lisungen Gesamt-P Anorganischer P Orgahischer P 
mg mg mg 
i 2,244 1,438 0,806 
nMgCh ... 1,838 1,029 0,809 
ate, .... 0.610 0,415 0,195 
n/sO KCL ... 2,004 1,198 0,806 
n50 MgCl .. 1,792 1,200 0,592 
n/50 CaCl... 0,695 0,404 0.291 
n/lOOKCIl... 1,523 1,001 0.522 
n/100 MgCl, . 1,488 0.886 0,602 
n/100 CaCl, . . 1,933 0,432 0,601 


Um die Wirkungen der Salze noch besser zu zeigen, wurden in 
folgendem Versuch die Bohnen nach mebhrstiindiger Dialyse aus den 


1 H. Magistris, Beitr. f. Biol. d. Pflanzen 18, 141, 1930. 
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Lésungen genommen, mit destilliertem Wasser gespiilt und in andere 
Salzlésungen iibertragen. Gewicht: je 44 g. 
Tabelle XI. 
Temperatur: 23°C. 


Nach achtstiindiger Dialyse in n/10 Lésungen von 





KCl Cally 





Gesamt-P | Anorganischer P Organischer P| Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg mg mg mg 


3,921 1,879 2,042 1,408 0,976 0,432 





Nach weiteren 8 Stunden in n/10 Lésungen von 





CaCl, KCl 








Gesamt-P | Anorganischer P OrganischerP Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg mg mg mg 
1,791 1,425 0,366 3,406 1,421 1,985 


In einem weiteren Versuch wurde der Austritt des Phosphors in 
in n/50 Lésungen verschiedener Salze von 5 zu 5 Stunden verfolgt 
und so ein Bild tiber den zeitlichen Verlauf der Phosphorexosmose 
gewonnen. Gewicht: je 38 g. 

Tabelle XII. 
Temperatur: 19°C. 











L n/50 KCl n/50 CaCl, n/50 KCl + n/50 CaCl, 
Bs | An- An- An- 

== Gesamt-| orga- Orga- Gesamt-| orga- Orga- Gesamt- | orga- Orga- 
a* Pp nischer P nischer P' r nischer P nischer P P nischerP nischerP 
Std. mg mg mg mg | mg mg mg mg mg 


10 =1,843 0998 0,845 0,941 0,643 0,298 1,426 0,843 0,583 
15 2,652 1,542 1,110) 1463 0988 0475 1,884 1.004 0,880 
20 «3,898 | 1,957 1,941) 1,954 1,364 0,590 3,045 1,625 1,420 
25 4,673 2,216 2,457) 2460 1,873 0,587 3,526 2,011 1,515 

Die Wirkung von Schwermetallsalzen auf den Austritt des Phosphors 
sei schlieBlich noch an Versuchen mit der Ackererbse demonstriert. 

2. Ackererbse. Fiir die folgenden Versuche wurden je 50 g Erbsen 
verwendet. 

Tabelle XIII. 
Dialysedauer: 18 Stunden; Temperatur: 19° C. 











n/50 Pb-acetat n/100 Pb-acetat n/500 Pb-acetat 
An- An- An- 
Gesamt- orga- Orga- Gesamt- orga- Orga- Gesamt- orga- Orga- 
P nischer P nischer P P nischer P nischer P P nischer P_ nischer P 
mg mg mg mg mg mg mg mg mg 


0,589 0,341 0,248 0,699 0421 0278 1,210 0,514 0,696 
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Nach weiteren 18 Stunden in destilliertem Wasser. 





n 50 Pb-acetat n/100 Pb-acetat n/500 Pb-acetat 
Gesamt-P Gesamt-P Gesamt-P 
mg mg mg 
0,848 0,916 1,543 


Aus diesem Versuch ist zu ersehen, daB die Schwermetalisalze in noch 
starkerem MaBSe als die Erdalkalien die Exosmose des Phosphors, selbst 
schon in sehr verdiinnten Lésungen verhindern. Die durch diese Salze 
hervorgerufene ,,Verdichtung’ der Zellgrenzschichten, verursacht durch 
die Ausfallung der Phosphatide, ist ein irreversibler Zustand. 

Die gleiche, wenn auch schwachere Wirkung hatten auch n/50 oder 
n/100 Lésungen von Quecksilberchlorid, Kupfernitrat, Aluminiumchlorid, 
Zinksulfat und Nickelsulfat, da auch durch diese Salze der Phosphor- 
austritt stark gehemmt wird. Von einer Verdétfentlichung der Versuchs- 
protokolle glauben wir absehen zu kénnen. 


Versuchsgruppe 4. 


Einflu8 von Séuren und Alkalien auf den Austritt des 
anorganischen und organischen Phosphors. 


Bei Versuchen mit so differenten Substanzen wie Séuren und Alkalien 
ist auch in schwachen Konzentrationen mit Zellschadigungen/zu rechnen. 
Vor allem ist an chemische oder Zustandsénderungen der Phosphatide 
zu denken, deren Labilitét ja von vielen Autoren geniigend hervorgehoben 
wurde. Es gelingt auch im extrazellularen Experiment zu zeigen, daB die 
wasserléslichen organischen Phosphorkomplexe durch Saéuren, insbesondere 
durch die stark dissoziierten Mineralséuren, ausgeflockt und durch Alkalien 
— dies gilt besonders fiir die sogenannte unlésliche Phosphatidfraktion, die 
eine Eiwei8-Phosphatidverbindung darstellt — aufgelést werden. Die 
chemische Denaturierung kann sich bei langerer Einwirkung der starkeren 
Saéuren oder Laugen in einer Abspaltung von Fettséiuren a4uBern; Laugen 
wirken eingreifender als Séuren. 


Zunachst wurde nun der EinfluB von Saurelésungen verschiedener 
Konzentration auf die Exosmose des Phosphors untersucht. 
Ackererbse. Gewicht: je 52g; Dialysedauer: 24 Stunden; 


Temperatur: 20° C. 
Tabelle XIVa. 





HCl-Konzentration Gesamt-P Organischer P Anorganischer P 
mg mg mg 
Meat. bse eo 4,537 1,933 2,604 
ae 4,434 2,016 2.418 
ee 4418 -- 
NS cg oe er 4,132 “= : 
“ON ea 2 ee 3,829 1,342 2.487 
ca 3,496 - —_ 
n/s2awm .... 2,865 1,232 1,844 


Destilliertes Wasser 2.213 ae 
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Tabelle XIVb. 





HS 0,-Konzentration Gesamt-P Organischer P Anorganischer P 
mg mg mg 
NT i ay 5. sacri fo 4,202 1,378 2.824 
a i? ks oa — ' 1,486 — 
SN, Seg PES eine -- 1,810 — 
ie ier 8,617 1,623 1,994 
 —l as 3,610 -- — 
el 3,148 1,025 2,123 
i ee 3,101 1,601 1,500 
Destilliertes Wasser 2,648 -- — 


Wie aus diesen Tabellen zu ersehen ist, weist die Menge des bei den 
verschiedenen H Cl- und H,SO,-Konzentrationen ausdialysierten Gesamt-P 
keine allzu groBen Differenzen auf, wohl sind solche aber zwischen an- 
organischem und organischem P zu erkennen. In den starkeren Séure- 
konzentrationen werden offenbar die Phosphatide mehr oder weniger 
gefallt und sind daher am Herausdringen gehindert, wahrend die Phosphate 
ungehindert die Grenzschichten passieren. In den schwachen Konzentra- 
tionen ist die Faéllung der Phosphatide offenbar so unvollstandig, daB eine 
wesentliche Beeinflussung ihrer Exosmose sich kaum mehr bemerkbar 
macht. In HNO,-Lésungen miissen chemische Veraénderungen der Zell- 
grenzschichten angenommen werden, die die auftretenden groBen Schwan- 
kungen in der P-Exosmose erkléren. Gleiche Beobachtungen wurden von 
uns in einer friiheren Arbeit bei den Untersuchungen iiber den Austritt der 
wasserunléslichen Phosphatid-EiweiBverbindung und den Zellfarbstoff bei 
der roten Riibe gemacht. 

In einem weiteren Versuch wurde die P-Exosmose in Lésungen von 
organischen Séuren untersucht; die Phosphorexosmose ist gegeniiber den 
wisserigen Dialysaten erhéht und scheint der Konzentrationssteigerung 
parallel zu gehen. Mit zunehmender Kohlenstoffkette scheint die BeeinfluB- 
barkeit der Phosphorexosmose zu steigen. Von der Wiedergabe der Versuchs- 
protokolle sehen wir ab. 


Aus Versuchen mit Kohlensiure und Schwefelwasserstoff war 
deutlich zu entnehmen, daB sowohl die durch CO, als auch die durch 
H,S hervorgerufene vermehrte Phosphorausscheidung mit Uber- 
fiihrung des Materials in destilliertes Wasser vollig reversible Vorgange 
sind. 

Der EinfluB8 der Laugen ist schwer zu untersuchen, da hierbei 
sicher mit Zellschadigungen zu rechnen ist. Die in schwachen Kon- 
zentrationen vorgenommenen Versuche boten kein einheitliches Bild, 
da der P-Austritt sehr wechselnd war. 


Versuchsgruppe 5. 


Einflu8 verschiedener Faktoren auf den Austritt des 
anorganischen und organischen Phosphors. 


Die Versuche aus dieser Gruppe stellen vor allem eine Nach- 
priifung der von Zaleski und Mordkin (1. c.) erhobenen Befunde dar. 
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Zuerst wurde der EinfluB der Austrocknung untersucht. Es wurde 
die gleiche Menge frischer griiner Erbsensamen und getrockneter Samen 
gegen die gleiche Menge destilliertes Wasser durch die gleiche Zeit 
dialysiert und in den Dialysaten der Phosphor bestimmt. Die Menge 
des organisch gebundenen Phosphors in dem Dialysat der frischen Erbsen- 
samen war auffallend gering; nach der Trocknung erhéhte sich die Menge 
des ausgetretenen Gesamt-P bei gleichzeitiger Zunahme auch des 
organischen Phosphors. 

Tabelle XV. 
Erbsengewicht: 53 g; Dialysedauer: 16 Stunden; Temperatur: 20°C. 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
Frische Erbsen .. . 1,646 1.399 0,247 
Getrocknete Erbsen. . 5.483 4,174 1,309 


Schnitten der roten Riibe und der Kohlriibe wurden im Vakuum 
durch 14'Tage getrocknet; die gleiche Menge wurde an der Luft in 
der Sonne getrocknet. 

Tabelle XVI. 
Je 85g rote Riiben; Dialysedauer: 21 Stunden; Temperatur: 19° C. 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
SS ee 1,884 1,178 0,706 
Im Vakuum getrocknet . 3,497 1,685 1.812 
In der Sonne getrocknet . | 8,336 5,202 3,134 


Ebenso zeigte auch ein Versuch mit’ Kohlriiben die bedeutend erhéhte 
Phosphorexosmose nach der Trocknung, insbesondere bei der Trocknung 
in der Sonne und an der Luft. 

In einem weiteren Versuch wurde der EinfluB der Keimung auf 
die P-Exosmose untersucht. Es wurden zu diesem Zwecke sowohl 
Samen der Ackererbse als auch der Pferdebohne nach _ griindlicher 
Reinigung mit Leitungswasser zur Keimung in feuchter Luft unter 
Glasglocken bei Zimmertemperatur gebracht. 

Fiir den Versuch wurden von den Erbsensamen je 40 g, von den 
Bohnensamen je 42 g verwendet. 


Tabelle XVII. 


Dialysedauer: 20 Stunden; Temperatur: 22°C. 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
Erbsensamen gekeimt . . 0.987 0,463 0,524 
‘ ungekeimt . 1,342 0,746 0,596 
Bohnensamen gekeimt . . 1,002 0,398 0.604 


= ungekeimt . 1.603 0,965 0,638 
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Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, verringert sich die Ausscheidung 
des Phosphors bei den gekeimten Samen in ganz erheblichem MaBe. Diese 
Beobachtung wurde auch von Zaleski und Mordkirn, gemacht und von 
diesen Autoren mit Permeabilitétsénderungen bei der Keimung erklart. 

Diese Autoren hatten auch eine vermehrte Exosmose der organischen 
P-Verbindungen unter anaeroben Verhiltnissen feststellen kénnen. Zur 
Nachpriifung dieses Befundes wurde ebenfalls eine Dialyse im Vakuum 
vorgenommen. Uberdies wurde noch der P-Austritt in O-, H- und N-Atmo- 
sphare untersucht. 


Tabelle XVIII. 


Erbsengewicht: je 34g; Bohnengewicht: je 39 g; Dialysedauer: 23 Stunden; 
Temperatur: 19°C. 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
Erbsensamen aerob .. . 1,287 0,446 0,841 
» anaerob . . 3,122 1,087 2,035 
Bohnensamen aerob . . . 0,984 0,463 0,521 
. anaerob . . | 2,147 0,886 1,261 


Tabelle XIX. 


Erbsengewicht: je 27 g; Dialysedauer : 24 Stunden; Temperatur: 17 bis 19 °C. 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
DialysiergefaB gefillt mit: 
Sauerstoff...... 2,603 0,689 1,914 
Stickstoff ...... 1,013 0,367 | 0,646 
Wasserstoff ..... 0,889 0,296 0,593 


Gleichlautende Beobachtungen konnten auch bei Versuchen mit 
Bohnensamen gemacht werden. 

Auch durch kurzes Aufkochen der Samen und _ nachfolgendes 
Dialysieren gelingt es, den P-Austritt stark zu vermehren. 

Im folgenden Versuch wurden je 31 g Erbsen verwendet. 


Tabelle XX. 


Dialysedauer: 23 Stunden; Dialysetemperatur: 22°C. 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 


Behandlung vor der Dialyse 

mg mg mg 
Durch 5 Min. auf 80° erwarmt * 1,463 0,704 0,759 
— » oF ~ 1,505 0,733 0,772 
a ee . 80° ~ 1,521 0,732 0,789 
Kurz aufgekocht. ...... 1,479 0,716 0,763 
1, Min.gekocht ....... 3,067 1,562 1,505 
.- x + OE a ee 5,636 — —_ 
1, , gee Ams Boeke. es 9,874 — —_ 


* Diese Vorbehandlung erfolgte ebenfalls in der dreifachen Menge destillierten Wassers ; 
die eigentliche Dialyse wurde aber gegen erneuertes destilliertes Wasser vorgenommen. 
** Eiweifi im Dialysat. 
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Zum SchluB wurde noch der EinfluB verschiedener Alkohole auf 
die P-Exosmose untersucht. Es wurden die gleichen Alkohole und die 
gleichen Konzentrationen wie in den Versuchen von Zaleski und Mordkin 
zur Anwendung gebracht. Diese Autoren hatten gefunden, daB die 
Alkohole nach MaBgabe ihrer Kapillaraktivitat die P-Ausscheidung 
férdern. Wie nachfolgende Tabellen zeigen, kann dieser Befund be- 
stitigt werden. 

Um die Versuchsanordnung von Zaleski und Mordkin genau nach- 
zuahmen, wurden je 42g Erbsen zuerst eingeweicht, dann von den 
Schalen befreit und erst hierauf der Dialyse gegen die einzelnen Lésungen 
ausgesetzt. 

Tabelle X XJ. 


Dialysedauer: 10 Stunden; Temperatur: 19° C. 





Dialysierflissigkeit Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 
mg mg mg 
Destilliertes Wasser . . 2,598 1,003 1,505 
Athylalkohol 0,2 mol... 2.983 1,166 1,817 
Isoamylalkohol 0,004 mol. 2.411 0,948 1,463 
Caprylalkohol 0,004 mol. 3,516 1,494 2,022 
~ 0,02 mol. . 4,997 2,009 2.988 


Ein Parallelversuch wurde mit je 46g Bohnensamen angestellt, 
die ebenfalls vorgequollen waren. 


Tabelle XXII. 


Dialysedauer: 11 Stunden; Temperatur: 18°C, 





Gesamt-P Anorganischer P Organischer P 


Dialysierflissigkeit 
mg mg mg 
Destilliertes Wasser . . 2.904 1,479 1,425 
Athylalkohol 0,02 mol. . 3,626 — ~ 
‘s 0,2 mol... 3,410 1,792 1,618 
Isoamylalkohol 0,004 mol. 3,367 1,583 1,754 
Caprylalkohol 0,004 mol. 4,529 1,697 2,832 
: 0,02 mol. . 6,494 1,983 4,511 
Zusammenfassung. 


Es wurde die Exosmose des anorganischen und _ organischen 
Phosphors aus verschiedenen Pflanzenorganen unter verschiedenen 
diuBeren Bedingungen untersucht. In den aseptisch gewonnenen 
Dialysaten wurden Gesamtphosphor und anorganischer Phosphor 
quantitativ bestimmt, der organisch gebundene Phosphor aus der 
Differenz errechnet. 
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1. EinfluB der Temperatur auf die Phosphorexosmose. 


Es findet bei héheren Temperaturen eine Steigerung der gesamten 
Phosphorausscheidung bei gleichzeitiger Zunahme auch des organischen 
Phosphors statt. Bei Temperaturen unter 10° C werden fast nur Phos- 
phate an die Dialysate abgegeben. 

Bei Verfolgung des P-Austrittes in Abhangigkeit von der Dialyse- 
dauer ergab sich, daB in den ersten Stunden der Dialyse hauptsichlich 
anorganischer Phosphor von den Zellen abgegeben wird. Erst nach 
einer ungefihr 10 Stunden iibersteigenden Dialyse nimmt die Menge 
der austretenden organischen Phosphorverbindungen bei gleichzeitiger 
Abnahme der Exosmose der Phosphate zu. Auch die verwendete Menge 
der Dialysefliissigkeit hat einen EKinfluB auf die Phosphorexosmose. 
Eine Erneuerung des Dialysewassers oder eine VergréBerung der Menge 
desselben wirkt fordernd auf den Austritt des gesamten Phosphors. 


2. EinfluB des Lichtes auf die Phosphorexosmose, 


Es tritt nach Belichtung, die sowohl waihrend der Dialyse als auch 
vor der Dialyse vorgenommen wurde, eine starke Steigerung der 
Phosphorexosmose ein, die von der Dauer der Bestrahlung abhangig 
ist. Diese erhéhte P-Ausscheidung ist wahrscheinlich durch Per- 
meabilitatsinderungen der Zellgrenzschichten zu erkliren, die unter 
der Lichteinwirkung zustande kommen und durch chemische Ver- 
anderungen der in den Zellgrenzschichten anwesenden genuinen Phos- 
phatide bedingt sind. 

Bei gleicher Belichtungsdauer ist die P-Exosmose bei der Be- 
strahlung mit der Quarzlampe stairker als bei der Bestrahlung mit 
gewohnlichem elektrischen Licht, so daB es den Anschein hat, daB 
besonders den ultravioletten Strahlen eine permeabilitaétserhGhende 
Wirkung zukommt. 


3. EinfluB von Salzen auf die Phosphorexosmose. 


Bei der Untersuchung verschieden starker Lésungen von KCl, 
MgCl, und CaCl, auf den EinfluB der P-Exosmose zeigte sich, dab 
CaCl, diese, insbesondere aber die Ausscheidung organischer Phosphor- 
verbindungen, weitgehend verhindert, was durch eine Fiallung der 
Phosphatide in den Zellgrenzschichten erklart werden kann. Durch 
KCl, ahnlich verhalt sich auch MgCl, findet eine Steigerung der 
P-Exosmose statt, wobei sowohl anorganischer als organischer P im 
Dialysat in gleicher Weise vermehrt sind. 


Die Verfolgung des zeitlichen Verlaufs der P-Exosmose in n/50 
Lésungen von KCl, CaCl, und KCl + CaCl, zeigte, daB selbst bei einer 
25stiindigen Dialyse die Ausscheidung des organisch gebundenen Phos- 
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phors stark herabgesetzt war. Im Gegensatz dazu trat in der KCl- 
Losung schon in den ersten Stunden der Dialyse eine starke Exosmose 
von organischem Phosphor ein, bei gleichzeitigem vermehrten Austritt 
auch des anorganischen Phosphors. In der dquilibrierten Salzlésung 
war sowohl die Exosmose des organischen wie des anorganischen 
Phosphors maBbig erhdht. 

Es konnte ferner gezeigt werden, daB die Steigerung der Phosphor- 
exosmose durch KCl einen véllig reversiblen Zustand darstellt, da 
nach dem Uberfiihren der Gewebe in destilliertes Wasser wieder die 
normale P-Exosmose erreicht wurde. Die Verhinderung des P-Austrittes 
durch CaCl, hingegen ist irreversibel. 

Durch Lésungen von Schwermetallsalzen wird die Exosmose von 
organischen Phosphorverbindungen fast vollstandig, die von Phosphaten 
weitgehend verhindert. 


4. EinfluB von Sduren und Alkalien auf die Phosphorexosmose. 


In sehr verdiinnten Lésungen von Mineralsauren ist die Exosmose 
des anorganischen und organischen Phosphors in gleicher Weise ver- 
mehrt. In héheren Konzentrationen tritt eine Verminderung der Aus- 
scheidung von organischem Phosphor ein. 

Die Phosphorausscheidung in Lésungen von organischen Séuren 
ist gegeniiber den rein wasserigen Dialysaten erhéht und scheint der 
Konzentrationssteigerung parallel zu gehen. Eine Abnahme der Ex- 
osmose von organischen. Phosphorverbindungen bei starkeren Kon- 
zentrationen ist bei den organischen Sauren nicht festzustellen. Charak- 
teristische Unterschiede der einzelnen organischen Sauren auf die 
Menge der in gleichen Zeiten ausdialysierten P-Verbindungen sind 
nicht deutlich zu erkennen, doch scheint eine Zunahme der C-Kette 
die P-Ausscheidung giinstig zu beeinflussen. 

CO, und H,8 férdern sehr stark den Austritt sowohl des an- 
organischen wie auch des organischen Phosphors. 

Ein EinfluB der Alkalien ist, da dieselben auf die Phosphatide der 
Zellgrenzschichten lésend wirken, schwer zu untersuchen. Es mub 
bei solchen Versuchen mit dem Auftreten von Zellschidigungen ge- 
rechnet werden, die die Beurteilung der Versuche zweifelhaft erscheinen 
lassen. 

Durch NH, ist eine Steigerung der P-Abgabe zu beobachten, die 
ebenso wie bei CO, und H,S reversibel ist. 


5. EinfluB verschiedener Faktoren auf die Phosphorexosmose. 


Nach der Austrocknung der Samen gehen in gleichen Zeiten gréBere 
Mengen von Phosphorverbindungen in das Dialysat iiber als in frischem 
Zustande. 
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Gekeimte Samen geben eine geringere Menge von organischen 
P-Verbindungen an das Wasser ab als ruhende Samen; die Menge des 
Gesamt-P in den Dialysaten ist dabei ziemlich unveraindert. 

Die Ausscheidung von organischem P ist unter anaeroben Ver- 
haltnissen vermehrt. H- und N-Atmosphare hemmt den Austritt 
aller P-Verbindungen stark. 

Ein kurzes Erwarmen der Samen vor der Dialyse vermehrt die 
P-Exosmose ganz bedeutend. 

Die Menge des Dialysewassers ist ebenfalls von EinfluB auf die 
Menge der austretenden P-Verbindungen. Eine VergréBerung der 
Menge oder Erneuerung des Dialysewassers erhéht den P-Austritt. 

Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener Alkohole auf 
die Exosmose der Phosphorverbindungen konnte bestatigt werden, 
daB den kapillaraktivsten Stoffen die starkste Wirkung zukommt. 
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Zur Biochemie und Physiologie 
organischer Phosphorverbindungen in Pflanze und Tier. 


IV. Mitteilung: 


Ein Beitrag zur Frage des Einflusses von tierischem und pflanzlichem Lecithin 
auf die Diffusion von Saiuren und Alkalien in Gallerten', 


Von 


Hugo Magistris. 


Aus dem biologischen Laboratorium des Endokrinologischen Instituts 
Zimasa in Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1932.) 


In friiheren Arbeiten hatten wir uns bereits mit der Bedeutung der 
Lipoide, insbesondere der Phosphatide, fiir die Permeabilitatsverhaltnisse 
der Zellen beschaftigt?. Mit besonderem Nachdruck hat auch Magistris* 
darauf hingewiesen, daB die im allgemeinen als ,,Phosphatide’ be- 
zeichneten Lipoide nicht nur aus verschiedenen Organen oder Pflanzen, 
sondern auch aus verschiedenen Teilen derselben Pflanze sehr differente 
Zusammensetzung aufweisen. Dieser chemisch verschiedene Aufbau 
des Lipoidkomplexes und die damit zusammenhangenden variierenden 
physikalischen Eigenschaften, weisen auch auf verschiedene Funktionen 
im Leben der Zellen hin. Durch die Bindung akzessorischer Stoffe 
Kohlenhydrate, EiweiBstoffe an den ,,Kern der Phosphatide, der 
meistens aus ,,Lecithin™ gebildet ist, wird, bei dem Vorkommen dieser 
Verbindungen in den Zellgrenzschichten, die Méglichkeit einer organ- 
spezifischen Permeabilitat gegeben. Wir miissen nicht nur in den 
Grenzschichten, sondern im ganzen Protoplasma besonders eine enge 


1 Die Arbeit wurde zum gréBten Teil bereits vor 2 Jahren im chemischen 
Laboratorium der Rudolfstiftung in Wien (Vorstand: Prof. Dr. FE. Freund) 
ausgefiihrt, konnte aus auBeren Griinden aber erst jetzt vollendet und 
verOffentlicht werden. 

2 H. Magistris u. P. Schafer, diese Zeitschr. 214, 401, 440, 1929; Beitr. 
z. Biol. d. Pflanzen 18, 116, 1930. 

3 H. Magistris, Ergebn. d. Physiol. 31, 158, 1931. 
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Verbindung der EiweiBkérper mit den Lipoiden annehmen, welche 
Bindung chemisch oder auch nur adsorptiv gedacht werden kann!'. 
Wir haben auch schon in friiheren Untersuchungen darauf hingewiesen, 
daB durch die Annahme einer kolloiden Phosphatid-EiweiBgrenzschicht 
die charakteristischen Anderungen der Permeabilitét unter der Ein- 
wirkung verschiedener Salze, des chemischen Milieus, der Tem- 
peratur usw. in befriedigender Weise erklart werden kénnen?. 


Wenn wir dennoch in dieser Arbeit nur den Einflu8 des Lecithins 
und verschiedener lecithinéhnlicher Lipoide, also immer nur der ,,Kerne*: 
der iibergeordneten genuinen Phosphatide, auf die Diffusion der Sauren 
und Alkalien in Gallerten studiert haben, und nicht die nativen Phosphatide 
bzw. den PhosphatideiweiBkomplex selbst, der ja als biologische Einheit 
aufgefaBt werden muB,. so geschah dies hauptséchlich deshalb, weil eine 
.,Reindarstellung’* der nativen Zellbausteine derzeit noch nicht gegliickt 
ist und man bei Arbeiten mit den wasserléslichen Produkten eine Summe 
unbekannter Faktoren mitfiibrt, die jede kritische Auswertung der Versuchs- 
ergebnisse unmdglich erscheinen lassen, wahrend wir im Lecithin ein 
Lipoid besitzen, das sowohl beziiglich seiner chemischen Struktur als auch 
hinsichtlich seiner physikalischen und physiologischen Funktionen geniigend 
bekannt ist. Auch ist es nicht unwahrscheinlich, daB eben gerade dem stets 
gleich gebauten Lecithinkern der Phosphatide die groBe biologische Be- 
deutung dieser Klasse der Lipoide zukommt, wahrend die verschiedenen 
akzessorischen Begleitstoffe wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle 
spielen diuften. 


Wir haben deshalb an einem EiweiB-Lipoidsystem bekannter 
Zusammensetzung --- einem Gelatine-Lecithingemisch — die Duffusions- 
vorgange der Sauren und Alkalien studiert. DaB die Diffusionsprozesse 
in diesem kiinstlichen System nur sehr entfernt mit der elektrolytischen 
Diffusion in die Zellen und Gewebe verglichen werden kénnen, war 
von vornherein klar. Immerhin erscheint es méglich, daB Unter- 
suchungen in den physikalisch-chemischen Phasen, die charakteristisch 
fiir das Protoplasma sind, wie eben unsere Eiweif-Lipoidmischung, 
neue Erkenntnisse der Permeabilitatsvorginge ergeben kénnen. 

Untersuchungen tiber die Diffusion der Saéuren und Alkalien in 
Gallerten liegen bereits von Bechhold und Ziegler*, Fiirth und Bubanovic! 
und aus neuerer Zeit von Affonsky® vor. 

Letzterer Autor konnte zeigen, da® Lecithin und Cholesterin einen 
direkt entgegengesetzten, antagonistischen Einflu®B auf den Diffusions 
prozeB der Séuren und Alkalien in die Gallerten ausiiben, und zwar be- 


1 W. W. Lepeschkin, diese Zeitschr. 171, 126, 1926; N. T'roensegaard 
u. B. Rondahl, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 111, 1926; 
Trantenthal, Ber. ii. d. ges. Physiol. 31, 857. 

2 H. Magistris, Ergebn. d. Physiol. 31, 158, 1931. 

3 H. Bechhold u. J. Ziegler, Zeitschr. f. physik. Chem. 56, 105, 1906. 

4 0. v. Firth u. F. Bubanovic, diese Zeitschr. 90, 265, 1918; 92, 139, 1918. 

5 S.I Affonsky, ebenda 195, 387, 1928. 
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schleunigt das Cholesterin die Diffusion, das Lecithin verzégert sie. Dabei 
erwies sich die beschleunigende Wirkung des Cholesterins relativ schwacher 
als die hemmende Wirkung des Lecithins. ,,Die gemeinsame Wirkung 
beider Stoffe ruft entweder eine schwache Verzégerung (Vorherrschen des 
Lecithins) oder ein Fehlen des Effektes (voller Antagonismus) hervor. 
Die Gallertenversuche mit méglichst hohem Lipoidgehalt zeigten nur eine 
hemmende Wirkung, sowohl von seiten des Cholesterins als auch des 
Lecithins** (A/fonsky). 

Untersuchungen iiber die Permeation von Séuren und Laugen in die 
pflanzlichen und tierischen Zellen liegen in reicher Menge vor. Es konnte 
von den verschiedenen Autoren gezeigt werden, da die Diffusion ver- 
schiedener Séuren in die Zellen wesentlich verschieden ist. Naher kann 
an dieser Stelle auf die groBe diesbeziigliche Literatur nicht eingegangen 
werden. Eine Zusammenfassung iiber die bisherigen Kenntnisse der Per- 
meabilitaét der Pflanzenzelle fiir Siuren und Alkalien gibt Gellhorn': ,,Wenn 
auch der Mechanismus bzw. die Form, in der Saéuren und Basen in die 
Zelle eindringen, im wesentlichen noch unbekannt sind, so hat sich aus den 
Versuchen doch eine gewisse RegelmaéBigkeit insofern ergeben, als sowohl 
die stark dissoziierten Séuren und Basen nur sehr schwer und zum Teil 
erst nach Schaédigung der Zelle permeieren, wahrend die organischen 
schwacher dissoziierten Séuren und Basen wesentlich rascher in die Zellen 
eindringen. Am schnellsten vollzieht sich die Permeation fiir CO, und 
NH,, und gerade dieser Befund ist, da es sich hier um normale Stoffwechsel- 
produkte der Zelle handelt, physiologisch von der gréBten Bedeutung.* 
Von den organischen Séuren sei noch erwihnt, daB besonders die un- 
geséttigten Fettsaéuren sehr leicht in die Zelle eindringen, weniger diffusibel 
sind die Oxyséuren; von den anorganischen Séuren permeiert neben der 
Kohlenséure auch die Borséure sehr rasch. Fiir die tierischen Zellen gelten 
ganz analoge Verhaltnisse. Auch sie erweisen sich fiir starke Mineralséuren 
und Basen fast impermeabel, die organischen Séuren nehmen eine Mittel- 
stellung ein, und fiw CO, urgl NH, ist auch ihre Durchlassigkeit sehr gro8. 
Fir die Geschwindigkeit des Durchtritts aurch die Plasmahaut besteht 
zweifellos eine Beziehung zur chemischen Konstitution (Lange der C-Kette) 
und zu physiko-chemischen Eigenschaften (Lipoidléslichkeit, Erniedrigung 
der Oberflachenspannung, Dissoziationskonstante), ohne daB eine einheit- 
liche Erklarung, die den Befunden an verschiedenen Zellen gerecht wird, 
méglich ist. Bang hat fiir die Erklarung des Mechanismus des Diffusions- 
unterschiedes der verschiedenen Sévren angenommen, da die Sauren 
mit den Lipoiden der Zellmembran in irgendeine Verbindung treten und 
abhangig vom Dissoziationsgrad dieser Verbindung und der einen oder 
anderen diffundierenden Saure starkere oder schwachere Diffusion eintritt *. 

Von uns wurde in dieser Arbeit lediglich der Einflu8 einzelner Lipoide 
auf die Geschwindigkeit der Diffusion von Saéuren und Alkalien in Gallerten 
verfolgt. Den EinfluB der zelleigenen Proteine, sowie der Kohlenhydrate 
auf die Diffusion der Séuren und Basen in Gallerten zu studieren, behalten 
wir uns fiir eine kiinftige Arbeit vor. 


' EB. Gellhorn, Das Permeabilitétsproblem, Bd. 16 der Monographien 
aus dem Gesamtgebiet der Physiologie der Pflanzen und der Tiere, Berlin 
1929. 

2? I. Bang, Chemie und Biochemie der Lipoide. Wien, Urban u. 
Schwarzenberg, 1911. 


6* 





84 H. Magistris: 


Methodik. 


Fir die Versuche dienten hauptsichlich Gelatinegallerten, die aus 
Mercks extra feiner Gelatine in verschiedenen Konzentrationen her- 
gestellt wurden. In einigen Fallen wurden Agaragargallerten ver- 
wendet'. Die Auflésung erfolgte stets bei gleichen Temperaturen 
(35 bis 40°) und fiir jede Versuchsreihe zur gleichen Zeit. Zu den auf 
diese Weise vorbereiteten Lésungen wurde dann eine bestimmte Lipoid- 
menge zugesetzt. Das Lecithin und die einzelnen Lecithine, sowie das 
in einigen Versuchen verwendete Cholesterin, wurden in Form aller- 
feinster Emulsionen zur Anwendung gebracht. Der Lipoidgehalt der 
Emulsionen betrug dabei von 0,3 bis 2,3°. Die Lipoidemulsionen 
wurden mit den noch fliissigen Gelatine- bzw. Agarlésungen vermischt, 
wobei auf eine vollkommene Homogenitat der Mischung das gréBte 
Augenmerk gerichtet wurde. Die Konzentration der Lipoide wurde in 
den einzelnen Versuchen variiert. Die Kontrollproben enthielten eine 
entsprechende Menge destillierten Wassers. 

Zu den Eiwei8-Lipoidmischungen wurde dann eine stets gleich- 
bleibende Menge eines Indikators zugesetzt und hierauf gleiche Mengen 
in Probierglaser von gleichem Durchmesser gebracht und bis zum 
Erkalten stehengelassen. 

Nach dem Erkalten der Eiwei8-Lipoidmischung wurde immer 
eine gleiche Menge Saure- oder Alkalilésung dariiber geschichtet und 
bei gleichen Temperaturen stehengelassen. 

Die Beurteilung der Diffusion der einzelnen Lésungen erfolgte 
durch die Messung des Diffusionsweges in Millimetern nach einem be- 
stimmten Zeitraum. Die Beobachtung dauerte durchschnittlich 3 Tage. 
Untersucht wurde die Diffusion von Mineralséuren, Phosphorsaure, 
Borsaure, Oxalsaure, Bernsteinsiure, Ameisensaure, Essigsaure, Butter- 
siure, Milchsiure, Weinséure und Citronenséiure, Natron- und Kalli- 
lauge, Natriumbicarbonat, Calcium-, Strontium- und Bariumhydroxyd, 
sowie Ammoniumhydroxyd. Die verwendeten Lipoide waren: Ovo- 
lecithin und Cholesterin, beide Praparate von Merck, sowie verschiedene 
selbst dargestellte Lecithine pflanzlicher und tierischer Herkunft. 


Experimenteller Teil. 


Alle Versuche wurden mindestens zweimal durchgefiihrt: die in den 
Tabellen wiedergegebenen Zahlen stellen demnach Mittelwerte dar. Von 
einer Veréffentlichung der gesamten Versuchsprotokolle muB, um eine 
allzu ofte Wiederholung einzelner Versuche zu vermeiden, abgesehen 
werden. Aus jeder Reihe gelangen nur einige charakteristische Versuche 
zur Wiedergabe. 


! Sowohl die Gelatine als auch der Agaragar wurden durch Dialyse 
noch besonders gereinigt. 
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I. Lecithin. 


90 


Versuch 7. Diffusion von n/10 Schwefelséure. Gelatine 2°, Lecithin 
1,8°,. Indikator: Nevtralrot. px der Gallerte 7,4. 








i Mii cet . Gallertenbestandteile 
Diffundierende Fliissigkeit “ enbestandtetle 








n/10 H2S0, Gelatine Gelatine + Lecithin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
11 14 13 
20 18 16 
35 23 20,5 
56 38 34,5 
71 45 40 


Versuch 7a. Diffusion von n/100 Schwefelséure. Gelatine 2°. Lecithin 
1,8°,. Indikator: Neutralrot. px der Gallerte 7,4. 





a Dak fa ain Gallertenbestandteile 
Diffundierende Fliissigkeit ___ . 





n/100 H2S0,4 Gelatine Gelatine + Lecithin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
14 13 14 
25 17 16,5 
43 20 20 
57 32 28 
72 39 34 


1 
Versuch 13. Diffusion von n/10 Oxalsaure. Gelatine 2.5°,, Lecithin 
0,12°%, Cholesterin 0,09°,. Indikator: Universal. px der Gallerte 6.6. 


o° 





, ’ a e Gallertenbestanteile 
Diffundierende Fliissigkeit 


n/10 C2 HH, O4 Gelatine -‘Gelatine + Lecithin Gelatine + Cholesterin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
12 18 18 19 
23 26 24.5 26,5 
36 32.5 30.5 33 
48 38 35,5 39,5 
65 45 41 47 
77 45 44 52 
90 51 46 56 


Aus vorstehender Tabelle ist deutlich der antagonistische EinfluB, 
den Lecithin und Cholesterin auf die Diffusion der Sauren in die Gallerten 
ausiiben, zu erkennen. Noch iibersichtlicher wird diese Tatsache aus 
folgender Tabelle. 
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Versuch 21. Diffusion von n/10 Salzséure. Gelatine 2°, Lecithin 
0,37°%, Cholesterin 0,10°. Indikator: Neutralrot. px der Gallerte 7,5. 











Gallertenbestandteile 
ee ; Gelatine Gelatine Gelatine + Lecithin 
a Gelatine + Lecithin + Cholesterin + Cholesterin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
15 | 23 | 2 23 23,5 
30 32 30 33 31 
45 40,5 38 41 40 
60 47 44,5 48,5 46 
75 oo 50 54 51 
90 56 60 -- 55,5 
105 64 69 62 
| 120 68 67,5 75 _ 
135 72,5 -- 80,5 —_ 
150 78 _ 85 — 


Versuch 44a. Diffusion von n/10 Ammoniumhydroxyd. Gelatine 2,5°,,, 
Lecithin 0,12°. Indikator: Universal. px der Gallerte 7,5. 





Gallertenbestandteile 








Diffundierende Fliissigkeit | 
n/l0 NH,OH Gelatine Gelatine + Lecithin 





Diffusionsdauer in Std. 


Diffusionsweg in mm 





14 46 39,5 
32 106 76 
48 157 112 
67 211 148 


Versuch 44b. Diffusion von n/10 Ammoniumhydroxyd. Gelatine 1°, 
Lecithin 0,52°,. Indikator: Universal. px der Gallerte 6,9. 











Gallertenbestandteile 


Diffundierende Fliissigkeit 
n/l0 NH,OH Gelatine | Gelatine + Lecithin 








Diffusionsdauer in Std. 


17 = | 50 : 24 


Diffusionsweg in mm 


38 | 126 58 
50 | 170 79 


II. Tierische Lecithine. 


1. Pankreaslecithin. 


Die Darstellung des Lecithins aus Pferdepankreas kann an dieser 
Stelle nur kurz beschrieben werden, darf aber nicht unterbleiben, da 
bekanntermaBen die Darstellungsweise eines Lipoids dessen chemische 
und physikalische Eigenschaften stark zu verandern imstande ist. 
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Eine eingehende Beschreibung der Darstellung dieses Lecithins hat 
Magistris an anderer Stelle gegeben!. 


Das zerkleinerte und entwasserte Organ wurde mit 98°,,igem Alkohol 
durch 6 Stunden extrahiert. Der Auszug wurde auf 0° abgekiihlt, filtriert 
und eine alkoholische Lésung von Cadmiumchlorid zugesetzt. Der Nieder- 
schlag wurde aus Athylacetat bis zur Freiheit von Amino-N umkristallisiert. 
Dann wurde in Alkohol gelést und mit Ammoncarbonat zersetzt. Die 
heiB filtrierte Lésung wird auf — 10° abgekiihlt, das Ausgeschiedene in 
Chloroform gelést und mit Aceton ausgefallt, filtriert und im Vakuum 
getrocknet. 

Versuch 8. Diffusion von n/10 Salzséure. Gelatine 2°,, Pankreas- 
lecithin 0,13°, Cholesterin 0,08°,.  Indikator: Neutralrot. px der 
Gallerte 6,5. 





G 2 s i 
Diffundierende Fliissigkeit || _ sttevtenbertanttete 








n10 HCI Gelatine _  Gelatine + Pankreaslecithin Gelatine + Cholesterin 
Diffusionsdauer in Std. Diftusionsweg in mm 
| 
15 | 19 18 17 
32 27 25 29 
46 | 34,5 34 39 
67 | 52 51 55,5 


Versuch 15. Diffusion von n/10 Essigsiure. Agar 1,5°,,, Pankreas- 
lecithin 0,13°%, Cholesterin 0,08°,. Indikator: Universal. px der 
Gallerte 6,5. 





Gallertenbestandteile 





Diffundierende Fliissig- ——— 





‘ . Agar Agar Agar + Pankreaslecithin 
katt 2/200,8405 Agar + Pankreaslecithin + Cholesterin + Cholesterin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 

17 22 19,5 23 21 

40 38 34 40 36 

63 52 47 56 51 

82 61 55 66 59 
Versuch 25a. Diffusion von n/10 Natronlauge. Gelatine 1,5°., 


Pankreaslecithin 0,22 °,, Cholesterin 0,08°,,.. Indikator: Universal. px der 
Gallerte 7,6. 





Gallertenbestandteile 
Diffundierende Fliissig- Gelatine 
keit n/l0 NaOH ; Gelatine Gelatine cine : 
Gelatine + Pankreaslecithin + Cholesterin ——— 








Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
13 27 21 26 25 
23 50 _ a 48 
39 71,5 60 75 65 
63 119 89 125 -- 
84 154 _ 160 150 


1H. Magistris u. P. Schafer, diese Zeitschr. 214, 401, 440, 1929; 
Beitr. z. Biol. d. Pflanzen 18, 116, 1930. 
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Versuch 25b. Diffusion von n/10 Natronlauge. Gelatine 1,5°,,, 
Pankreasl ecithin 1,8°,, Cholesterin 0,27°/,. Indikator: Universal. pr der 
Gallerte 7,6. 





Gallertenbestandteile 





Di ffundierende Fliissig- " “ : 
keit n/10 NaOH Gelatine Gelatine —s Gelatine — 
' | + Pankreaslecithin + Cholesterin 


Gelatine 
+ Pankreaslecithin 
+ Cholesterin 





Diffusionsdauer in Std. | Diffusionsweg in mm 
13 27 19 30 18,5 
23 50 40 ~ 46 
39 71,6 55 75 68 
63 119 -- 126 unscharf 
84 154 108 159 


” 


2. Gehirnlecithin. 





Die Darstellung des Lecithins aus Pferdegehirn erfolgte in der bei 
Pankreaslecithin beschriebenen Weise. Phosphor- und Stickstoffgehalt 
des Praéparats stimmten gut mit den Werten fiir ,,ideelles Lecithin“ iiberein. 


Versuch 33. Diffusion von n/10 Schwefelsiure. Agar 1°/,, Gehirn- 
lecithin 0,20°,,. Indikator: Kongorot. px der Gallerte 6,4. 





. eS . Gallertenbestandteile 
Diffundierende Fliissigkeit es scien 








n/l0 H2S 0,4 Agar | Agar + Gehirnlecithin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm a 
: 14 | 29 29 
35 40 39 
49 48.5 46 
63 54 52 
88 66 63 


Versuch 43a. Diffusion von n/2 Citronenséure. Agar 2°, Gehirn- 
lecithin 0,20°,, Cholesterin 0,07 °%. Indikator: Universal. pu der 
Gallerte 6,4. 





Gallertenbestandteil 
Diffundierende Fliissigkeit - earners 


n/2 Cy H30, Agar Agar + Gehirnlecithin | Agar + Cholesterin 





Diffusionsdauer in Std. 


Diffusionsweg in mm 


18 33 28 34 


43 42 39 43 
68 57 53 60 
96 70 64,5 76 


Versuch 43b. Diffusion von n/2 Citronenséure. Agar 2°. Gehirn- 
lecithin 2,25°,, Cholesterin 0,38 %. Indikator: Universal. pa det 
Gallerte 7,0. 





Dil 


ers 
Vol 
Bei 
Wi 
sch 
die 
nac 


ahi 
in | 
Int 
des 
che 
Eig 
Wi 


95 
gez 
bei 
Da 








or 


ler 


jin 








Organische P-Verbindungen in Pflanze und Tier. IV. 8 





. . =e Gallertenbestandteile 
Diffundierende Fliissigkeit 


n/2 CoH,0; Agar | Agar +Gehirnlecithin Agar + Cholesterin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
18 31 20 28 
41 41 28 36 
68 54 39 50 
96 69 44 59 


Aus diesen beiden Versuchen 43a und 43b ist besonders deutlich zu 
ersehen, da8 die Konzentration der zu der Gallerte zugesetzten Lipoide 
von wesentlicher Bedeutung fir die Diffusion der Saéuren (Alkalien) ist. 
Bei Gallerten mit hohem Lipoidgehalt zeigt sich nur eine hemmende 
Wirkung, sowohl von seiten des Cholesterins als auch des Lecithins. Es 
scheinen dabei die individuellen Eigenschaften der Gallerten und diffun- 
dierenden Elektrolyten eine geringere. wenn auch natiirlich nicht zu ver- 
nachlassigende Rolle zu spielen. 


Ill. Kephelin. 


Hatten wir bisher nur den Einflu8B von Cholesterin und lecithin- 
ahnlich gebauten Lipoiden auf die Diffusion der Sauren und Alkalien 
in die Gelatine- und Agargallerten untersucht, so muBte es von gréBtem 
Interesse sein, den Kinflu8 andersartiger Phosphorstickstoffverbindungen 
des Organismus zu studieren. Bei der vom Lecithin verschiedenen 
chemischen Zusammensetzung und den _ geanderten  physikalischen 
Eigenschaften war von vornherein eine von Lecithin verschiedene 
Wirkung zu erwarten. 

Da auch die Lecithine aus den verschiedensten Organen in der 
Konstitution ihres ,,Kerns‘‘ weitgehendste Ubereinstimmung zeigen, 
wahlten wir fiir unsere Untersuchungen ein Lipoid, das durch das 
Fehlen von Cholin in seinem Molekiil sich vom Lecithin grundlegend 
unterscheidet. Ein solches Lipoid stellt das Kephalin dar, in dessen 
Molekiil an Stelle des Cholins Colamin (Aminoathylalkohol)  ein- 
getreten ist. 

Es stand uns aus friiheren Arbeiten ein aus Gehirn dargestelltes 
Kephalinpraparat zur Verfiigung. Die Darstellung desselben war 
nach den Angaben von Levene! erfolgt: 

Die zerkleinerten und getrockneten Organe werden erschépfend mit 
95°,igem Alkohol extrahiert, der Riickstand wird dann mit Ather aus 
gezogen. Die atherischen Extrakte werden stark konzentriert und 15 Stunden 
bei 0° stehengelassen. Es wird filtriert und die Lésung mit Alkohol gefallt. 
Das rohe Kephalin wird unter gelindem Erwarmen in 3 Teilen Essigséure 


1 P. A. Leveneu. C. 1. West, J. of biol. Chem. 24, 41. 1916; P. A. Levene 
u. Ida P. Rolf, ebenda 74, 713, 1927; P. A. Levene u. T. Ingvaldsen, ebenda 
48, 359, 1920. 
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gelést und die Lésung in das zehnfache Volumen Alkohol eingegossen. 
Das Filtrat von dem ausfallenden Niederschlag wird zu einem Sirup ein- 
gedampft, dieser mit Wasser emulgiert und das Kephalin mit Aceton 
ausgefallt . 


Die Analyse des Praparats hatte folgende Werte ergeben: 





c H X Verhaltnis 
oP 5 Og NH,-Stickstoff : Gesamtstickstoff 
64,68 9,42 1,57 0,88 
Theoretisch 66,17 10,37 1,88 1 


Der Schmelzpunkt betrug unter Zersetzung 174,3°. 

In Petrolaéther gelést [ax]... = + 13.00. Jodzahl 83,74. Theoretisch 85. 

Als Spaltungsprodukte konnten gefunden werden: Stearinséure, eine 
ungeséttigte Fettséure, Glycerinphosphorséure und Aminoathylalkohol. 


Versuch 12. Diffusion von n/10 Salzséure. Gelatine 1,5°,, Kephalin 
0,13°,. Indikator: Universal. px der Gallerte 6,7. 





Gallertenbestandteile 











Diffundierende Flissigkeit 

n/l0 HCI Gelatine | Gelatine + Kephalin 

Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
f char aa 

15 21,5 11 

38 I 34 22 

53 43 29 

70 52 47 

96 64 56 


Der Unterschied der Saurediffusion in die Gallerte bei Gegenwart 
von Kephalin und den in den vorhergehenden Versuchsreihen anwesenden 
Lecithinen ist auffallend. Da sich diese Unterschiede auch in den folgenden 
Versuchen ausdriicken, miissen dieselben auf die chemischen und physikali- 
schen Eigenschaften des Kephalins zuriickgefiihrt werden. 

Versuch 42a. Dittusion von n/1% Kalilauge. Gelatine 1,5°,, Kephalin 
0,13°,, Cholesterin 0,04°,. Indikator: Universal. px der Gallerte 6,7. 





Ss tei 
Diffundierende Flussigkeit panmeanseensenmaane 
<OH 


n/10 Gelatine Gelatine + Kephalin Gelatine + Cholesterin 








Diffusionsdauer in Std. 


Diffusionsweg in mm 


17 29 26 34 
36 43 39 49 
52 50 46 58 
70 62.5 55 71 
98 73 62 85 
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Versuch 42b. Diffusion von n/10 Kalilauge. Gelatine 1,5°,, Kephalin 
2.7%, Cholesterin 0,8°,. Indikator: Universal. px der Gallerte 6,7. 





Gallertenbestandteile 





[yi ffundierende Flissigkeit os 3 
nl0 KOH | Gelatine Gelatine + Kephalin Gelatine + Cholesterin 








Diffusionsdauer in Std. | 


Diffusionsweg in mm 


17 29 8 38 
36 43 14 53 
52 50 21 62 
70 62.5 unscharf 75 
98 73 ” S7 


IV. Pflanzenlecithine. 
1. Hafersamenlecithin. 


Die Zusammensetzung und die Eigenschaften der pflanzlichen 
Lecithine weichen betrachtlich von den tierischen Lecithinen ab. Vor 
allem zeigen erstere einen auffallenden Reichtum an Kohlenhydraten, 
wahrend die letzteren solche héchstens in ganz minimaler Menge ent- 
halten. Diese Verschiedenheit von den tierischen Lecithinen driickt 
sich deutlich in der Beeinflussung der Diffusion der Sauren und Alkalien 
in die Gallerten aus. 


Das fiir unsere Untersuchungen vorliegende Praparat! war nach 
den Angaben von Trier? dargestellt worden. 


Der grobgemahlene Hafer wurde zuerst mit Ather entfettet und dann 
mittels eines Gemisches von Methylalkohol und Benzol erschépfend extra- 
hiert. Der Atherauszug wurde verworfen. Der Methylalkohol-Benzol- 
extrakt, der sehr viel Schleimstoffe enthielt, wurde in Scheidetrichtern 
mit einem groBen Uberschu8 an Petrolather wiederholt behandelt, bis 
sich dieser nicht mehr antarbte. Die petrolatherischen Ausziige wurden 
nach dem griindlichen Waschen mit Wasser, wobei die auftretenden 
Emulsionen durch Zusatz von etwas Kochsalz beseitigt werden konnten. 
auf ein kleines Volumen eingeengt, mit der sechs- bis achtfachen Menge 
Aceton versetzt und gut durchgearbeitet. Der Niederschlag wurde dann 
nochmals in Alkohol-Ather gelést und mit Aceton ausgefallt. Das so er- 
haltene Praparat bildete eine braune. fettige und lecithinartige Masse, die 
im Vakuumexsikkator getrocknet wurde. 


Die Analyse dieses Priéiparats ergab: 


3,76°, P (Mittel aus zwei Bestinumungen), 

1,45°, N (Mittel aus drei Bestimmungen), 

0,19°%%, Amino-N (nach van Slyke), 

4,98°,, reduzierende Substanz (als Glucose berechnet). 


! Fiir die Darstellung und Uberlassung des Praparates bin ich Herrn 
Dr. L. Redtenbacher zu besonderem Dank verpflichtet. 
2 G. Trier, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 153, 1913. 
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Bei der Spaltung mit 5°,ig. Schwefelsiure waren isoliert worden 
Fettséuren (nicht néher untersucht), Cholin, Colamin, Glycerinphosphor 
séure und ein Kohlenhydrat. 


Versuch 22. Diffusion von n/10 Schwefelséure. Gelatine 2,5 °%,, Hafer 
samenlecithin 0,12°,. Indikator: Neutralrot. px der Gallerte 7,4. 





Diffundierende Flissigkeit pene ced tnconeescen 
n/l0 H 2 S( Ms 


| Gelatine | Gelatine + Hafersamenlecithin 





Diffusionsdauer in Std. | Diffusionsweg in mm 
16 18 9 
37 29 16 
52 36 21 
68 48 25 
92 63 28 


Versuch 53. Diffusion von n/10 Oxalséure. Gelatine 1,5°,,, Hafer 
samenlecithin 0,12°,, Cholesterin 0,03 °,. Indikator: Universal. px der 
Gallerte 6,8. 





Diffundierende Flissigkeit | yiencr mnie rand 











n/l0 Cy H, 0,4 } Gelatine | Gelatine + Hafersamenlecithin | Gelatine + Cholesterin 

Diffusionsdauer in Std. l Diffusionsweg in mm 

12 15 12 16 

35 26 20 25 

50) 34 28 37 

76 51 38 . 54 

' 94 65 50 68 

109 70 58 74 

127 76 63 81 


2. Erbsenlecithin. 


Es stand uns aus friiheren Arbeiten noch eine geringe Menge eines 
von Magistris aus Méystaderbsen, gelbgriine Sorte (Pisum arvense 
unicolor), dargestellten Lecithins zur Verfiigung. 


Die Darstellungsweise hatte sich folgendermaBen gestaltet: Das 
unzerkleinerte Erbsenmaterial wurde mit 95° ig. Alkohol am Wasserbad 
bei 60 bis 70° C zweimal durch je 5 Stunden extrahiert. Eine vorhergehende 
Entfettung eriibrigte sich, da der Rohfettgehalt der Erbsen nur etwa 2°, 
betragt. Die gelben Extrakte wurden filtriert und eingedunstet. Der 
neben Lecithinen auch Glyceride und Kohlenhydrate enthaltende Riick 
stand wurde abwechselnd mit Ather und Wasser behandelt, eine Arbeits 
weise, die. durch die Schulzesche Schule ausgebildet, auch von Winterstein 
beschrieben wird. Nach dem Klaren wurde die wasserige von der atherischen 
Schicht im Scheidetrichter abgezogen und erstere verworfen. Die Ather 
lésung wurde wiederholt mit Wasser ausgeschiittelt, wobei die auftretenden 
Emulsionen leicht durch Zusatz von etwas NaCl und Alkohol beseitigt 
werden konnten. Nach Filtrieren und Trocknen der Atherlésung iibe1 
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vegliihtem Na,SO, wurde abgedunstet und der gelbbraune Riuckstand 
zur Entternung des Fettes mit Aceton behandelt. Dann wurde in wenig 
(ther gelést und mit viel Aceton versetzt. Der grauweiBe Niederschlag 
wurde im Kohlenséurestrom durch einen Glasgooch filtriert’ und_ stellte 
nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator iiber H,SQ, eine breune, 
plastische, stark klebrige Masse dar, die leicht léslich in Ather, Alkohol 
und Chloroform, unléslich in Wasser, Aceton und Methylacetat war. 


Die Analyse dieses Praparates hatte ergeben: 
3,145°, P (Mittel aus zwei Bestimmungen), 
1,.25°., N (ebenso), 
2,44°,, reduzierende Substanz (als Glucose berechnet). 
Kine mit wasseriger Barytlosung durchgeftihrte H ydrolyse hatte folgende 


Spaltungsprodukte ergeben: Fettséuren (Palmitinséure, Olsaure), Cholin, 
Colamin, Glycerinphosphorsaéure und ein Kohlenhydrat. 


Versuch 61. Diffusion von n/10 Essigséure. Crelatine 2°,, Erbsen- 
lecithin 0,19°,. Indikator: Neutralrot. px der Gallerte 7,2. 





odes — ‘ Gallertenbestandteile 
Diffandierende Flissigkeit 


n/l0 Cp H,4OQ2 Gelatine Gelatine + Erbsenlecithin 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
15 17 10 
30 28 20 
46 41 33,5 
67 53 41 


, _ pe 4 , ' . : . 

Versuch 68. Diffusion von n Borséure, (Gelatine 2°. Erbsenlecithin 
0.19%, Cholesterin 0,06°,.  Indikator: Universal. m” der Gallerte 7.2 

sO { 





Gallertenbestandtecile 
Diffundierende Flissigkeit - - . : : 
Gelatine Gelatine Gelatine + Erbsen- 





nH,BO tolatine 
artes Gelatine . Erbsenlecithin + Cholesterin | lecithin + Cholesterit 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
18 21 19 20 17 
41 44 35 45 38 
56 55 45 60 50 
72 68 51,5 7 59 


Die auffallend starke Diffusion der Borséiure konnte auch bei 
Versuchen mit Ovolecithin beobachtet werden. Doch wird bei dem 
Erbsenlecithin diese Erscheinung besonders deutlich, da dieses Praparat 
im Gegensatz zu dem Ovolecithin die Diffusion der Sauren in die 
Gallerten im allgemeinen weniger hemmt. 


Versuch 69. Diffusion von n Weinséure (Celatine 2°,, Erbsenlecithin 
0,19°%,, Cholesterin 0,06°,.  Indikator: Universal. px der Callerte 7,2. 
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er ie Gallertenbestandteile 
Diffundierende Fliissigkeit — ‘ 





n (4 H5 06 Gelatine ‘Gelatine + Erbsenlecithin | Gelatine 4 “Cholesteri: 
Diffusionsdauer in Std. Diffusionsweg in mm 
16 18 12 20 
32 30 23 28 
46 43 36 45 
58 48 42 51 
70 54 48 57 
96 62 56 66 


Die ausgepragte antagonistische Wirkung von Lecithin bzw 
verschiedenen Phosphorlipoiden, pflanzlicher wie tierischer Herkunft 
und Cholesterin auf die Diffusion der Sauren und Alkalien in die 
Gallerten ist aus der Mehrzahl der Versuche deutlich zu erkennen 
Das Auftreten von Lecithin und Cholesterin als Antagonisten ist ja 
bei biologischen Vorgiingen oft beobachtet worden; es sei hier nur auf 
den EinfluB dieser Lipoide auf die Elektrolyte bei der Hamolyse er- 
innert. Nach Brinkman und van Dam! stellt das Cholesterin-Lecithin- 
verhaltnis iiberhaupt die wichtigste Zellkonstante dar, von welcher 
direkt die Resistenzfihigkeit der Erythrocyten, die elektrische Iso 
lierung der Zelle, die Ionendurchlassigkeit, der Wasserumsatz usw. 
abhingt. Auch Affonsky (1. c.) bemerkt: ,,Die biologische Bedeutung 
eines solchen Antagonismus kénnte vielleicht darin liegen, daB dic 
Zelle ein System besitzen muB, das fahig ist, die Geschwindigkeit des 
Elektrolytendurchtritts (Saiuren und Alkalien) nicht nur durch ihre 
obere (Membran-)Schicht zu regulieren, sondern auch durch die ganze 
Zellmasse. Vielleicht werden kiinftige Untersuchungen den Unterschied 
in den quantitativen Lipoidverhaltnissen in den Zellstrukturteilen auf. 
zeigen, verbunden mit dem verschiedenen Bedirfnis einer gréBeren 
eder kleineren Saure- und Alkalimenge fiir die Zelle.** 

Cher den ungleichen EinfluB sowohl der verschiedenen Lecithine 
als auch der antagonistischen Wirkung von Lecithin und Cholesterin 
auf die Diffusion der Sauren und Alkalien in die Gallerten kénnen nur 
Vermutungen ausgesprochen werden. 

Die Diffusionsfahigkeit der Elektrolyte in Gallerten ist nicht 
nur abhaingig von der Beweglichkeit ihrer lonen, der Konzentration 
Dissoziation, Temperatur und inneren Reibung, sondern es iiben neben 
anderen Faktoren, wie Fiirth und Bubanovice (I. c.) zeigen konnten 
auch der Grad der Hydratation und Polymerisation der Molekiile einen 
EinfluB aus. Die Diffusionsgeschwindigkeit aller stark hydratisierten 
und polymerisierten Elektrolyte ist wesentlich langsamer als die de: 
schwach hydratisierten. 


1 Brinkman u. van Dam, diese Zeitschr. 108, 35, 1920. 
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Es diirften auch die Geschwindigkeit und der Grad der Quellung 
der Protein- und Lipoidkolloide unter dem Einflu8 der wasserigen 
Klektrolyte eine Rolle spielen. 

Auch an die Méglichkeit der Bildung komplexer Lipoid-Elektrolyt- 
verbindungen nach dem Typus der Adsorptions- oder chemischen Ver- 
bindungen, die die Diffusionsgeschwindigkeit der Elektrolyte ver- 
indern kénnte, muB gedacht werden, wenn diese Annahme wegen des 
ziemlich gleichartigen Einflusses der Elektrolyte auf verschiedene 
Lipoide auch wenig wahrscheinlich ist. 

Eine makroskopisch wahrnehmbare Verainderung des Dispersitats- 
grades der EiweiB-Lipoidmischung konnte in Bestatigung des Befundes 
von Affonsky nur bei Versuchen mit abnorm hohem Lecithingehalt 
in den Gallerten festgestellt werden. Eine Anderung des Dispersitats- 
grades der Gallerten, der die Durchlassigkeit fiir die Elektrolyte be- 
stimmt, ist aber bei der Diffusion der Sauren und Alkalien in Gallerten 
ganz allgemein anzunehmen. 


Zusammenfassung. 


Ks wurde der EinfluB von Lecithin, verschiedener pflanzlicher und 
tierischer Phosphorlipoide und Cholesterin auf die Diffusion von Sauren 
und Alkalien in Gelatine- und Agargallerten untersucht. 


1. Lecithin und Cholesterin iiben einen antagonistischen EinfluB 
auf den DiffusionsprozeB der Sauren und Alkalien in die Gallerten aus. 
Wahrend die Diffusion durch das Cholesterin beschleunigt wird, ver- 
zogert das Lecithin bzw. die verschiedenen Lecithine dieselbe, wobei 
die hemmende Wirkung des Lecithins ausgepragter ist als die be- 
schleunigende des Cholesterins. Die gemeinsame Wirkung beider Stoffe 
kann durch das Fehlen jeder Beeinflussung der Diffusion ausgedriickt sein. 

2. Die Konzentration der Lipoide ist von wesentlicher Bedeutung. 
Bei Versuchen mit hohem Lipoidgehalt hemmte sowohl das Cholesterin 
als auch das Lecithin die Diffusion der Sauren und Alkalien in die 
Gallerten. Doch ist die verzégernde W irkung des Cholesterins schwacher 
ausgepragt als beim Lecithin. 

3. Lecithin und lecithinahnliche Lipoide iiben einen verschiedenen 
EinfluB auf die Diffusion der Saéuren und Alkalien in Gallerten aus. 
Es konnte nicht nur eine verschiedene Wirkung von pflanzlichen und 
tierischen Lipoiden, sondern auch eine verschiedene Wirkung gleicher 
Lecithine, aber verschiedener Darstellungsart verzeichnet werden. 

4. Organische Saéuren scheinen im allgemeinen rascher als an- 
organische Sauren zu diffundieren, wie auch Alkalilésungen schneller 


in die Gallerten eindringen als Lésungen der Erdalkalisalze. Die 











96  H. Magistris: Organische P-Verbindungen in Pflanze und Tier. IV 


Diffusionsgeschwindigkeit von Strontiumhydroxyd ist gréBer als 
von Calcium. und Bariumhydroxyd. Auffallend leicht diffundierten 
Ammoniumhydroxyd und Borsaure. 


Die Konzentration der Sauren und Alkalien ist fiir die Diffusions- 
geschwindigkeit ebenfalls maBgebend. Bei den Mineralsiuren scheint 
die Diffusion innerhalb gewisser Grenzen mit der Konzentration zu 
steigen; bei fortgesetzter Zunahme der Konzentration tritt jedoch 
wieder eine Verringerung der Diffusionsgeschwindigkeit ein. Bei 
organischen Sauren ist der EinfluB der Konzentration weniger aus- 
gepragt. 

5. Eine Verainderung des Dispersitatsgrades der Gallerten konnte 
in einigen Versuchen mit hohem Lecithingehalt der Gallerten (2°, und 
dariiber) auch makroskopisch festgestellt werden. 
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Die quantitative Bestimmung 
von Thymonucleinsiure mittels fuchsinschwefliger Siure. 


Von 
Torbjérn Caspersson. 
(Aus der chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts Stockholm.) 
(Eingegangen am 5, Juli 1932.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Eine Methodik fiir diese Bestimmung wurde in ihren Grundziigen 
von G@. Widstrdm (1) ausgearbeitet. Diese Arbeit stellt eine nahere Unter- 
suchung der optimalen Bedingungen fiir den Verlauf der Reaktion 
sowie deren Auswertung in der Praxis dar?. 

Die Reaktion der Thymonucleinsiure mit fuchsinschwefliger Saure 
beruht auf der Eigenschaft einer mit schwefliger Saure entfarbten 
Fuchsinlésung, mit echten Aldehyden eine rote Farbe zu entwickeln. 


Schon Schiff (2), der als erster auf diese Tatsache hinwies, versuchte, 
die Zusammensetzung des Reagens und den Verlauf der Aldehydreaktion 
zu ermitteln. Spétere, von Wieland und Scheuing (3) angestellte Unter- 
suchungen haben jedoch ein von der Schiffschen Auffassung abweichendes 
Resultat ergeben. 

Die Méglichkeit, diese Reaktion auf Thymonucleinséure anzuwenden, 
griindet sich darauf, da& das Kohlenhydrat dieser Séure nach Hydrolyse 
die Eigenschaften eines echten Aldehyds aufweist. Es ist bemerkenswert, 
da8B Guanylséure nicht reagiert, und darum kann die Reaktion auch zur 
Bestimmung der Thymonucleinséure in Mischung mit Guanylséure ver- 
wendet werden [vgl. weiter Widstrém (l.¢.)]. Nach Wieland und Scheuing 
bildet sich bei der Reaktion zwischen Parafuchsin und schwefliger Saéure 
eine Parafuchsinleucosulfonséure, die jedoch allein die Aldehydreaktion 
nicht veranlaBt. Ihr SO, kann nicht im Vakuum entfernt werden. Mit 
weiterem Zusatz von schwefliger Saéure ergibt die Leucosulfonséure durch 
direkte Salzbildung eine n Sulfinséure. (Was den Zeitpunkt fiir die Bildung 
betrifft, so diirfte bei gewéhnlicher Herstellungstechnik des Fuchsinreagens 
das erste Produkt die Sulfinséure sein, die dann mit einem weiteren Zusatz 
von SO, die Sulfonsulfinséure ergibt.) Diese zuletzt genannte Saure be- 


1 Herrn Widstrém méchte ich auch an dieser Stelle fiir wertvolle 
Ratschlage danken. 
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dingt allein die Aldehydreaktion. Wird ihre eine SO,-Gruppe im Vakuun 
entfernt, so bleibt die stabilere, mit Aldehyden nicht reagierende Sulfon 
saure brig. Das farbenbedingende Prinzip der fuchsinschwefligen Saure 
liegt also in der n Sulfinséure der Parafuchsinleucosulfonsaéure. Bei det 
Farbentwicklung selbst vereinen sich zwei Molekiile Aldehyd mit einen 
Molekiil des Reagens. Man kann sagen, daB die Reaktion in zwei Etappen 
vor sich geht: in der ersten bildet sich eine Aldehyd-Fuchsin-Sulfinséure 
und in der zweiten durch Addition von SO, und einem weiteren Molekii! 
Aldehyd der definitive Farbstoff. Praformierte Aldehyd-schwefligsaéure 
liefert keine Farbe. Bei zu geringem Gehalt an SO, kann die Reaktion 
bei der ersten Etappe stehenbleiben, wobei die entwickelte Farbe eine 
andere ist als bei ausreichendem SO,-Gehalt. Durch hydrolytische Ab 
spaltung der Aldehyd-schwefligsaure verblaBt die Farbe allmahlich und 
verschwindet. 

Aus dieser kurzen Ubersicht geht hervor, da8 bei quantitativer 
Arbeit vor allem der Gehalt an schwefliger Siure beachtet werden mul 
Bei mangelnder Menge wird teils die Farbentwicklung unvollstandig, 
teils ist es, wie gesagt, schwierig, dann den Farbton konstant zu halten 
Auch Uberschu8 hat seine offenbaren Nachteile, indem ein Teil der 
Aldehyde in Form unwirksamer Aldehyd-schwefligsiure der Reaktion 
entzogen wird. Zu geringer Gehalt setzt also vor allem die Genauigkeit 
der Methode herab, waihrend ein Uberschu8 die Empfindlichkeit be- 
eintriachtigt. Das letztere ist jedoch vorzuziehen, insbesondere da es 
sich zeigt, daB diese Herabsetzung der Empfindlichkeit von geringer 
Bedeutung ist, weshalb ein maBiger UberschuB an SO, unter allen 
Umstanden anzuraten ist. Weiter ergibt sich aus der Tatsache, dab 
die Farbe allmahlich verschwindet, die Notwendigkeit, die Ablesungen 
innerhalb bestimmter Zeitgrenzen vorzunehmen. 

Die einfachste Technik dirfte die von Widstrém angegebene sein: 

Den Proben wird eine Pufferlosung von 10 cem Volumen zugesetzt, 
dann werden sie eine bestimmte Zeit lang zusammen mit der Standard- 
lésung im Wasserbad hydrolysiert und danach bis auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt. Dann wird eine Mischung von 1 cem Fuchsinreagens und 
2cem Puffer zugesetzt. Beim Reagenszusatz ist eine sorgfaltige 
Mischung der Fliissigkeiten anzuraten, die durch die Pufferbeimischung 
zum Reagens erleichtert wird. Nach gegebener Zeit wird die Farb- 
starke colorimetrisch abgelesen. 


Bei diesen Versuchen wurde Pulfrichs Stufenphotometer, Zeiss Modell 
1928, benutzt. Die angewandte Pufferlésung war ein Citratpuffer nach 
Michaelis. Eine Verstérkung ihrer Kapazitét ist oft zweckmaBig. (Eine 
ungefaihr dreifache Verstéarkung kann dabei durch Anwendung von n Salz 
séure und entsprechend vermehrte Menge der gewohnlichen Citratlésung 
bequem erreicht werden.) 


Das Fuchsinreagens wird hergestellt, indem man SO, durch eine 
wasserige Fuchsinlésung leitet; der gréBere Teil des SO,-Uberschusses wird 
im Vakuum entfernt (vgl. unten). 
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Ware SO, nur in dem Fuchsin aquivalenten Mengen vorhanden, so 
brauchte die Konzentration nur sehr gering zu sein; nach den oben an 
gegebenen Formeln entspricht 1 Molekiil Fuchsin 2 Molekiilen SO,, d. h 
eine 1°/,ige Fuchsinlésung reagiert mit 0,2° 4, SO, unter Bildung der 
oben genannten Sulfonsulfinséure. Die Léslichkeit von SO, bei 18" 
betragt 65°. Ein glatter Verlauf der Reaktion ist jedoch ohne einen 
groBen Uberschu8 an SO, nicht méglich. Die SO,-Gruppe innerhalb der 
Sulfingruppe ist sehr locker gebunden und kann im Vakuum oder durch 
Erhitzung bei gewéhnlichem Druck vollstandig entfernt werden. Diese 
Erscheinungen sind von Kastle (4) besonders untersucht worden. 

Das Verblassen des Fuchsins geht ziemlich langsam vor sich, mit 
groBerem SO,-Gehalt in der Lésung verlauft die Reaktion schneller. Da 
nur ein kleiner Teil des eingefiihrten SO, an der Reaktion teilnimmt, ist 
die Einfiihrung des Gases nur so lange nétig, bis die Lésung als nahezu 
gesattigt betrachtet werden kann, worauf die Reaktionsmischung bis zur 
vollstandigen Entfarbung stehen bleibt. was bei gesattigten Loésungen 
etwa !/, Stunde, bei geringerer SO,-Konzentration linger zu dauern pflegt. 
Ein verhaltnismaBig groBer SO,-UberschuS ist fiir den Verlauf der Farb- 
reaktion notwendig, am geeignetsten diirfte die Menge sein, die iibrig bleibt, 
wenn ein Teil SO, im Vakuum von ungefaéhr 150 mm entfernt ist. Weitere 
Herabsetzung verringert die Intensitét der Farbe. 

Fuchsin ist nur zu 2,65°/,, in Wasser lésbar. Es ist jedoch zweckmabBig, 
bei der Aldehydreaktion so wenig Reagens wie méglich, dafiir aber viel 
Fuchsin zu verwenden, was sich leicht machen laBt, da die farbenbedingende 
Sulfin-Sulfonséure sich bei weitem leichter lést als das Fuchsin. Gute 
Ergebnisse zeitigt ein Reagens mit 0,5°,, Fuchsingehalt, das gemaB den 
obigen Angaben auf folgende Weise hergestellt wird: 0,5 g Fuchsin wird 
mit 100 cem Wasser durchgesc} iittelt, wobei sich ein Teil lést. Dann wird. 
einige Minuten lang SO, einggleitet, worauf die Mischung, die hin und 
wieder geschiittelt wird, zur Klérung stehen bleiben muB. Wahrenddessen 
lést sich auch das ungeléste Fuchsin allmaéhlich. Wenn die Farbe in helles 
Strohgelb iibergegangen ist, wird, wie beschrieben, der UberschuB an SO, 
entfernt. Bei langerer Aufbewahrung verandert sich die Farbe des Reagens 
allmaéhlich zu reinem WeiB. Seine Starke wird dabei etwas verringert ; 
in gut geschlossener Flasche l4Bt es sich indessen gut ein paar Monate 
verwahren. 

Eine Moglichkeit, das Reagens auf eine einfache und exakte Weise zu 
standardisieren, was fiir diese colorimetrische Methode groBe Vorteile mit 
sich fiihren wiirde, diirfte auf Grund der Schwierigkeit, den SO,Gehalt 
konstant zu erhalten, und der groBen Abhangigkeit der Farbintensitat 
davon, sowie vor allem auf Grund der Tatsache. da8 das Reagens zum 
Altwerden neigt, nicht bestehen. 

Eine andere gute Herstellungsart fiir das Fuchsinreagens besteht darin, 
daB man das Fuchsin mit Natriumbisulfit und Salzséiure bleicht. Der 
einzige Fehler dieser Methode liegt in der Schwierigkeit, die Bisulfit- und 
Séuremenge abzupassen, ein Uberschu8 wirkt namlich bei der Einstellung 
der Wasserstoffionenkonzentration bei der Aldehydreaktion leicht stérend. 
Die Technik dieser Methode ist hier angegeben, weil sie gewisse Vorteile 
bietet, besonders den der raschen Ausfiihrbarkeit, und darum bei ver- 
einzelten Bestimmungen zur Anwendung kommen kann. 

Die vorteilhaftesten Proportionen sind: 1 g Natriumbisulfit auf 15 
bis 20cem Salzséure. Eine Lésung von 1g Fuchsin ergibt mit diesen 
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Mengen NaHSO, und HC! auf 200 cem Lésung ein gutes Reagens. Zim 
vollstandigen Bleichung der Fliissigkeit sind 12 bis 24 Stunden erforderlich. 
Kommen gréBere Mengen Sulfit und Salzsiure zur Anwendung, so geht 
die Bleichung schneller vor sich, mit der doppelten Menge in !/, Stunde 
und mit vierfacher fast augenblicklich. Gayon und Dupetit verwendeten 
zum Nachweis der Aldehyde eine fiinffache Menge (sie benutzten im tibrigen 
eine primitive colorimetrische Methode zur Schétzung der Aldehydmengen 
in Alkoholproben), nachdem sie gefunden hatten, daB diese Konzentration 
die empfindlichste sei, fiigen aber keine naheren Angaben bei. Sie be- 
haupten auch, daB die Starke des Reagens wahrend der ersten Tage zunéhme. 

Die schnellste und einfachste Herstellungsart des Fuchsinreagens fiir 
einmaligen Gebrauch, wo eine Garantie fiir absolut maximale Farbstarke 
nicht unbedingt notwendig ist, besteht also darin, daB man 1 g Fuchsin 
auf 2 bis 3g NaHSO, und 30 bis 40 cem n HCl anwendet. Diese Lésung, 
die sich in sehr kurzer Zeit farbt. liefert recht gute Resultate. ist aber fiir 
Verwahrung auf langere Zeit nicht zu empfehlen. 

Die Kapazitat des Puffers (auch mit n/10 Lésungen) sowie seine Warme 
resistenz sind sehr gut. In einem Versuch wurden der Pufferlésung vei 
schiedene Mengen 0,2°,iger Na-Thymonucleinséiure zugesetzt, wobei 
pu elektrometrisch gemessen wurde. Ein Zusatz Nucleinséurelésung 
gleichen Volumens erhéhte py von 2,30 auf 2,55, eines viertel Volumens 
um 0,08, eines zehntel um 0,05; noch geringere Zusaétze veranderten py 
nicht merkbar. Eine Hydrolyse von 3,5 Minuten in siedendem Wasserbad 
veranderte px in keiner der Proben merkbar. 


Die mit dem Thymonucleinsiurehydrolysat entwickelte Farbe 
hat eine Absorptionskurve, die in Abb. 1 dargestellt ist. Sie ist mit dem 
Stufenphotometer gemessen, und die 





he verschiedenen Punkte entsprechen 
ast ihrer Spektralfilterserie (,,S‘‘). 
a4 Diese Filter haben eine be- 
eG stimmte Breite, und die Ziffer- 
$b bezeichnung gibt den Schwerpunkt 
in Zehnern wu an [Naheres siehe 
g7- bei Heilmeyer (5)|. Die besten mono- 
0 chromatischen Filter sind = § 57 





@ WB Do @ 


pa und § 53, danach kommen S 50 
yD. . 


und § 61. 


Das Absorptionsmaximum liegt auBerordentlich gut fiir diese 
besten Filter zwischen 560 und 570 wu, was ein sehr genaues Ablesen 
moéglich macht. Die Kurve, Abb. 1, ist das Ergebnis einer Versuchs- 
serie mit einer Hydrolysezeit von 3 Minuten und bei px 2,0. Die Form 
der Absorptionskurve variiert bei verschiedenen Versuchsverhaltnissen 
etwas, aber diese Schwankungen, die noch spiter zu behandeln sind, 
sind unbedeutend und bestehen auBerdem hauptsichlich in kleinen 
Verschiebungen der ganzen Kurve. Beim Ubergang von mehr saurer 
zu mehr alkalischer Reaktion wandert das Absorptionsmaximum etwas 
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nach Violett hin, und entsprechend geht die Farbe von bliulichem Rot 
in ein mehr reines Rot tiber. In der Abb. 1 sind die Punkte mit den 
Abszissen 53 und 57 mit der Genauigkeit von 1°, bestimmt, das Ab- 
lesen der anderen ist bei der angegebenen Methode bedeutend schwerer, 
und sie sind daher weniger exakt. Wenn fiir 8 57 6 = 1 angenommen 
wird, so ist es fiir S 53 etwa 3, fiir S 61 etwa 10 und fiir S 50 etwa 10. 
Die Filter 53 und 57 diirften beziiglich ihrer Genauigkeit beim Ablesen 
ungefahr gleichwertig sein. S 53 hat fiir das Auge den stirksten Hellig- 
keitsgrad und 1la4Bt sich am leichtesten ablesen, liegt aber dem 
steilsten Zweig der Kurve so nahe, daB ein groBer Teil davon oft in 
sein DurchlaBgebiet fallt, was eine gewisse Farbdifferenz zwischen 
den beiden Halften des Gesichtsfeldes hervorruft. 

Zwischen dem Extinktionskoeffizienten und der Konzentration 
der Nucleinsiure besteht innerhalb des mit der angegebenen Methodik 
meBbaren Konzentrationsgebietes ein lineares Verhaltnis (vgl. weiter 
unten). 

Die wichtigsten Faktoren, die auf den Verlauf der Aldehydreaktion 
einwirken, sind die Wasserstoffionenkonzentration, sowohl wahrend der 
Hydrolyse als auch wahrend der darauffolgenden Farbentwicklung, 
die Zeit fiir die Hydrolyse sowie ihre Temperatur. AuBerdem ist dis 
Zeit, die vom Zusatz des Reagens bis zum Ablesen verjlieBt, von Bedeutung ; 
es dauert nimlich eine gewisse Zeit, 
bis die Farbstarke ihr Maximum 


zunehmen ist (siehe Abb. 2, ,,Ur- | 
= 


erreicht, wo dann das Ablesen vor- 

| 
°F 
sprungskurve'*). 





: S5Iff S53 
RB 
1. Untersucht man die Kurve S50 
der Farbentwicklung (Abb. 2), die | 
also die Farbstarke ein und der- | 067 
al $ > > rerechiedene + 
selben Probe zu _ verschiedenen yyp—% a a 


Zeiten nach dem Reagenszusatz an- 
gibt, niaiher, so zeigt sich, daB sie 
sich graphisch in zwei Funktionen auflésen liBt, deren eine angibt, 
wie sich der Farbstoff selbst aus dem Hydrolysat der Nucleinsiure 
und dem Fuchsinreagens bildet, die andere, wie dieser Farbstoff wieder 
abnimmt. Die Intensitat der Farbe ist also in jedem Augenblick gleich 
dem Unterschied im Ablauf dieser Prozesse (den Ordinaten der Funk- 
tionen). 


Abb. 2. 


Um dies zu beweisen und um die Kinetik der Reaktionen naher 
zu untersuchen, nehmen wir an, daB die erste Reaktion eine Additions- 
reaktion mit groBem Uberschu8 an Fuchsinreagens und die andere 
ein einfacher Zerfall des farbenbedingenden Hydrolyseproduktes ist. 
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Der graphische Ausdruck fiir die erste Reaktion ist dann eine 


einfache Logarithmenkurve, die ,,erste Kurve‘‘, und bei der anderen, 
der ,,zweiten Kurve*, wiirde es ebenso sein, wenn die Farbstoffkonzen- 
tration einzig und allein von dieser zweiten Reaktion abhangig wire. 


Nun variiert jedoch diese Konzentration, weshalb die Form der Kurve 


etwas komplizierter wird. 


. . % ". . 
Wir erhalten sie durch folgende Uberlegung: Wir nennen die 
Kurve, die man beim Versuch erhalt, .,Ursprungskurve. Sie gibt die 


Konzentration des gefarbten Stoffes in jedem Augenblick an. Die 
Geschwindigkeit, mit der dieser gefirbte Stoff abgebaut wird, ist. 
wenn der AbbauprozeB eine einfache hydrolytische Spaltung ist, in 
jedem Augenblick seiner Konzentration proportional. Die ,,zweite 
Kurve*, die Abbaukurve, deren Form wir suchten, wiirde die Menge 
Farbstoff bezeichnen, die seit Beginn des Prozesses abgebaut ist. Da 
die Abbaugeschwindigkeit in jedem Augenblick der Konzentration 
des Farbstoffs proportional ist, 
wird die Gesamtmenge der ab- 
gebauten Substanz zu einem 
bestimmten Zeitpunkt gleich 
der Summe aller Produkte: 
Geschwindigkeit mal Zeit fiir 
jeden kleinen Zeitabschnitt 
oder der Flaiche unter der 
Kurve proportional. 

Um die Auflésung gra- 
phisch durchzufiihren, zeich- 
net man eine beliebige loga- 

Abb. 3. rithmische Kurve und dann 
: eine beliebige Kurve (,.Hilfs- 
kurve*’ in Abb. 3), deren Ordinaten der Flache unter der Ursprungs- 
kurve proportional sind. Indem man die Werte dieser Kurven mit 
verschiedenen Konstanten multipliziert, sucht man die Konstantwerte 
auf, die die Kurve fiir den Unterschied zwischen den Ordinaten ,,der 
ersten’ und .,der zweiten’’ Kurve am besten mit der Versuchskurve 


Ext -Koer® 











in Ubereinstimmung bringen. 

Bei weitem einfacher und exakter fiihrt eine mathematische Methode 
zum Ziel, auf deren vollstandige Herleitung wir der Raumersparnis 
halber verzichten. 

Wir nennen die ,,Ursprungskurve* C = /(t), wobei C die Kon- 
zentration des gefarbten Stoffes und ¢ die Zeit ist. Die ,,erste Kurve”. 
die die Konzentration des Farbstoffs angibt, wenn kein Abbau statt- 
gefunden hat, ist, wie erwihnt, eine bimolekulare Reaktion zwischen 
dem Hydrolyseprodukt der Nucleinsiure und dem Fuchsinreagens 
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* . —— . 
mit starkem UberschuB an letzterem, weswegen die Gleichung dieselbe 
Form wie die einer unimolekularen Reaktion annimmt, d. h. 


Es laBt sich durch Reihenentwicklung zeigen, da diese Gleichung der 
Gleichung C, = k’ log (t + 1) naiherungsweise gleichgesetzt werden kann. 
wenn Cy gleich 1 ist und C, die Konzentration des Farbstoffs bezeichnet. 
Diese Annaherung, die die Kurvenanalyse erheblich vereinfacht, stimmt 
nachweislich bis zu « = 0,7 in den Grenzen von — 0,05: bei sinkendem 
x-Wert nimmt auBerdem die Ubereinstimmung sehr rasch zu. Inwieweit 
der ReagensiiberschuB wirklich ,,unendlich groB*' ist, ist spiter zu 
behandeln, aber nehmen wir auch nur einen verhaltnismaBig geringen 
UberschuB, einen zehnfachen, so wird der Fehler in den Grenzen von 
0.5% liegen. 

Die zweite Kurve gibt die Menge an zerfallenem Farbstoff an. 
In Ubereinstimmung mit dem oben Angefiihrten ist die Zerfalls- 
geschwindigkeit proportional C,. Die in jedem Augenblick zerfallene 
Menge ist dann proportional C,, und die bis zu diesem Augenblick 
zerfallene C, = k’’\'f (t). dt. Die Integration geschieht rein graphisch 
durch Messung der Flache unter der Ursprungskurve und Einzeichnung 
der Kurve mit einer beliebigen Konstanten (,,Hilfskurve’ in Abb. 3). 
Wir kénnen nun sowohl die ,,erste** als auch die ,.zweite’’ Kurve fest- 
legen, wenn wir die Werte der Konstanten kennen. Fassen wir die 
Gleichung in ein System zusammen, so sieht dieses folgendermaben aus: 


C, =k’. log (t + 1), 
C, =k’. D, 
C ad;—C,, 
wobei D die fiir die Integration eingezeichnete Ordinate der Kurve 
bezeichnet. Aus diesem Gleichungssystem lassen sich die Werte der 
gesuchten Konstanten leicht berechnen, indem man fiir zwei Punkte 
der Ursprungskurve die Ordinaten (C) sowie das zugehérige D miBt 
und dann nach k’ und k” hin auflést. 


, 


Auf diese Weise sind alle Hydrolysekurven analysiert worden, 
wobei sich stets eine sehr gute Ubereinstimmung der beim Versuch 
erhaltenen Kurve mit der aus den beiden Teilfunktionen zusammen- 
gesetzten ergab (gestrichelt in Abb. 3). 


Wir sind deshalb berechtigt, zu behaupten, dab die Voraussetzungen 
beim Ansatz der Gleichungen tatsachlich zutreffen, d. h. bei der Reaktion 
zwischen Fuchsinreagens und Thymonucleinsaurehydrolysat handelt es 
sich ausschlieBlich um zwei parallele Reaktionen, von denen die eine, 
die den Farbstoff aufbaut, ein reiner AdditionsprozeB zwischen Hydro- 
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lyseprodukt und Reagens ist, mit groBem UberschuB an letzterem 
Die zweite Reaktion ist eine einfache Spaltung des gebildeten Farbstoffs 
Interessant und von besonderer Wichtigkeit fiir unseren Zweck ist 
es nun, das Einwirken verschiedener Faktoren auf diese zwei Kurven 
zu untersuchen, um die Optimalverhaltnisse fiir die Farbentwicklung 
zu ermitteln. 

Aus den Kurven kann direkt abgelesen werden, daB man, wenn 
die Ordinaten der ,,Abbaukurve* der Fliche unter der Ursprungs- 
kurve proportional sind, die Fliche klein machen muB, um den Abbau 
so gering wie méglich zu machen. Dieses Ziel kann nur dadurch erreicht 
werden, daB man die Ursprungskurve so schnell wie méglich steigen 
laBt, was also die Bedingung fiir die Erzielung maximaler Farbstarke 
ist; die Form der Kurve nahert sich dann der der ,,aufbauenden”. 

2. Ein wichtiger Faktor wahrend der Farbentwicklung ist py, bei 
saurer Reaktion als der optimalen verlauft der Abbau so schnell, dab 
die Farbentwicklung nur gering ist, bei 
mehr basischer Reaktion geht er lang- 
samer vor sich. Auch der Aufbau und 
ebenso der Farbstoff selbst werden vom 
pu beeinfluBt; das Absorptionsmaximum 
des letzteren wird bei saurerer Reaktion in 
Richtung auf Rot hin verschoben. Nahere 
Untersuchungen dieser komplizierten Ver- 
haltnisse haben fiir die praktische Durch- 
fiihrung der Reaktion kein Interesse 
Zusammenfassend liBt sich iiber die Ein- 
wirkung dieser Faktoren sagen, daB die Kurve am schnellsten bei 
pu 2.3 bis 2,4 (Abb. 4) steigt und damit die Farbstirke in diesem Falle 
am gréBten wird. 

Bei py 2,6 bis 2,7 nimmt die Farbstarke wieder ab, um bei noch 
alkalischerer Reaktion zu steigen (Abb. 4). Diese letzte Steigung 
beruht jedoch ausschlieBlich auf einer Eigenfarbe des Reagens, die sich 
bei etwa py 3 zu entwickeln beginnt und mit steigendem py an Intensitat 
zunimmt. Diese Eigenfarbe ist mehr rétlich, hat ihr Absorptions- 
maximum mehr nach den kiirzeren Wellen hin und wirkt daher zuerst 
bei Filtern mit niedrigen Nummern stérend. Eine andere Méglichkeit, 
die Reaktionsgeschwindigkeit zu steigern, besteht in Temperatur- 
erhéhung bei der Farbentwicklung. Aus praktischen Griinden kann 
noch ein anderes Verfahren in Betracht kommen, namlich Zusatz des 
Reagens schon vor der Hydrolyse. Aber auch dieses Verfahren ist 
nicht vorteilhaft. Versuche mit Hydrolyse bei 60° zeitigten zwar bei 
der Ablesung gegen eine in demselben Wasserbad erhitzte Blindprobe 
des Reagens (worin sich eine Eigenfarbe entwickelt) recht gute Ergeb- 
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nisse, aber mit der Eigenfarbe des Reagens wird ein Faktor eingefiihrt, 
der schwer mit Sicherheit zu kompensieren ist. Bei 60° lieferte die 
Ablesung einer Blindprobe gegeniiber brauchbare, bei 80° schlechte 
und bei 100° ganzlich unbrauchbare Ergebnisse. 

Bei der Farbentwicklung ist es also von Wichtigkeit: 1. py beim 
Optimum fiir die Farbstarke konstant zu erhalten, d.h. 2,3. Indem 
man auf ein Maximum arbeitet (Abb. 4), hat man auch den Vorteil, 
daB eventuelle kleine Schwankungen von px in den verschiedenen 
Proben so wenig wie méglich auf die Ablesung einwirken; 2. die Ab- 
lesung nach einer bestimmten Zeit vor- 
zunehmen, wenn namlich die .,Ursprungs- 
kurve’ in Abb. 3 ihr Maximum hat, was 
bei pu 2,3 3 bis 4 Stunden nach dem 
Zusatz des Reagens der Fall ist. Die 
Farbstarke erreicht dann ihren héchsten 
Wert; wenn man aber nicht mit besonders 
kleinen Nucleinsauremengen  arbeitet, 
sondern die Farbe recht kraftig ist, kann 
man die Ablesung zu _ beliebiger Zeit 
innerhalb eines Zeitraums von 24 Stunden 
vornehmen, ohne die Genauigkeit zu ge- 


60° 


Lit -Koel® 


fahrden, jedoch nicht friiher als 3 Stunden 
nach dem Zusatz des Reagens. 

3. Die Hyarolyse wird im Wasserbad 
bei konstanter Temperatur durchgefiihrt. 
Von den vorgenannten Faktoren, die 
ihren Verlauf beeinflussen, wenden wir ; 
unsere Aufmerksamkeit zunachst der Abb. 5 
H ydrolysenzeit zu und legen die anderen 
vorlaufig fest. Wird die Hydrolyse nach verschiedenen Zeiten ab- 





gebrochen und Fuchsinreagens zugesetzt, erhalt man Kurven, wie 
sie in Abb. 5 zu sehen sind. Die Farbintensitat steigt also bis zu 
einem Maximum und sinkt dann ziemlich schnell. 

Eigentiimlich ist die Tatsache, daB sich die Kurven fiir 8S 53 und 8 57 
in Abb. 2 schneiden; handelte es sich um einfache Entwicklung einer 
bestimmten Farbe, so wiirde der Ordinatenwert der einen stets ein 
konstanter Bruchteil von dem der anderen sein. Die Erklarung besteht 
darin, daB das ganze Absorptionsmaximum in Kurzwellenrichtung 
verschoben wird. Dies ist eine konstante Erscheinung, die eintrifft, 
wenn die Hydrolyse aus irgendeinem Grunde (z. B. zu kurze Zeit, 
zu hohes px) unvollstandig durchgefiihrt wird. Das Verhaltnis der 
Quotienten zwischen den Extinktionskoeffizienten von S 53 bzw. S 57 
bei Versuchs- und Standardlésung ist also ein guter Gradmesser, inwie- 
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weit die Hydrolysenverhaltnisse bei den beiden Lésungen identisc), 
gewesen sind. Ist dieses Verhaltnis = 1, so sind die Absorptionskurven 
identisch, d. h. die Proben sind unter genau den gleichen Verhaltnissen 
hydrolysiert worden. Diese gute, einfache Kontrolle der Versuchs 
bedingungen ist auBerordentlich leicht durchzufiihren und sollte be: 
genauer Arbeit nie versiumt werden. 

Wie fiir die Farbentwicklung lassen sich auch die Kurven fiir den 
Verlauf der Hydrolyse in zwei einfachere Funktionen auflésen. Dic 
Art der Analyse ist genau die gleiche wie im vorhergehenden Falle. 
Der ,,ersten® Kurve liegt hinsichtlich der Farbentwicklung eine mono- 
molekulare Reaktion zugrunde (eigentlich eine bimolekulare Reaktion 
mit groBem UberschuB an dem einen reagierenden Stoff), in diesem 
Falle soll nachgewiesen werden, daB es sich um eine rein monomolekulare 
Spaltung der Thymonucleinséuremolekiile handelt. Die ,,zweite” 
Reaktion war im ersten Falle eine reine Spaltung der Farbstoffmolekiile 
und ist jetzt eine Spaltung des ersten Hydrolyseproduktes zu Substanzen. 
die mit fuchsinschwefliger Saure nicht reagieren. 

Wie im vorhergehenden Falle stimmen die theoretisch und praktisch 
gewonnenen Kurven sehr gut iiberein, und darum diirfte die Darstellung 
vom Verlauf der Reaktionen richtig sein. Die erwihnte Verschiebung 
des absoluten Maximums in die friihesten Stadien der Hydrolyse ist 
von untergeordneter Bedeutung. 

Die Konzentration des _ ,,ersten Hydrolyseproduktes“, das die 
Farbe bedingt, erreicht (Abb. 5) nach einer gewissen Hydrolvysezeit 
ein Maximum, das ja dann den Abbruch der Hydrolyse veranlabt. 
Die Lage des Maximums ist jedoch stark von der Temperatur der 
Hydrolyse und vom pq abhangig, so dab eine geeignete Hydrolysezeit 
nicht vor Behandlung dieser Faktoren angegeben werden kann. 

_ 4 Der EinfluB der Hydrolysctemperatur geht aus den Kurven in 
Abb. 5 hervor. Diese Versuche sind im iibrigen unter gleichen Voraus- 
setzungen durchgefiihrt, so daB sich die entsprechenden Punkte direkt 
vergleichen lassen. Die Einheiten der Abszissen verhalten sich zu- 
einander wie 1: 4:16. Die Maxima scheinen bei allen ungefahr die 
gleiche Lage zu haben, d. h. die Zeiten, nach denen sie erreicht werden, 
werden bei einer Temperatursenkung von 10° fast genau auf die Halfte 
verkiirzt. 

Die ,,Teilfunktionen“ scheinen bei verschiedenen Temperaturen 
recht verschieden zu verlaufen, werden aber die Ordinaten der Funk- 
tionen bei einer bestimmten Temperatur mit einer geeigneten Kon- 
stanten multipliziert, so l48t sich die Kurve mit der einer anderen 
Temperatur zur Deckung bringen. Die Veranderung der Temperatur 
andert das Verhaltnis der Teilfunktionen zueinander also durchaus 
nicht, sondern laBt sie nur gleichzeitig ihre Lage andern. Es besteht 
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iso keine Méglichkeit, durch geeignete Temperatur eine Reaktion zu 
heschleunigen oder eine andere zu verz6gern, um so eine starke Kon- 
zentration des ersten Hydrolyseproduktes zu erzielen. Dieses Ziel 
\aBt sich nur erreichen, indem man die Kurven zu raschem Steigen 
zwingt (vollkommen analog den Verhaltnissen bei der Farbentwicklung), 
was durch Erhéhung der Hydrolysetemperatur geschehen kann. Dab 
dieses Verfahren einen erheblichen Vorteil bietet, geht unmittelbar aus 
der Abbildung hervor. Das Ideal fiir die Hydrolysetemperatur sind 
also 100°; diese Grenze zu iiberschreiten, diirfte bei den notwendiger- 
weise kurzen, aber gut definierten Hydrolysezeiten praktisch nicht 
durchftihrbar sein. 

Aus dem Verlauf der Ursprungskurven geht hervor, daB die Kon- 
zentration des ersten Hydrolyseproduktes abnimmt, wenn man die 
Hydrolyse zu weit treibt. Dieser AbbauprozeB geht bei héherer Hydro- 
lvsetemperatur sehr viel rascher vor sich als bei niedriger. Eigen- 
artigerweise ist dieser Unterschied nicht nur absolut, sondern auch 
relativ. Welche Einheiten wir auch immer fiir die Abszisse wihlen mégen, 
wie z. B. in Abb. 4, es 14Bt sich nicht erreichen, daB die ahbfallenden 
Schenkel der Kurven zusammenfallen. Eine genauere Untersuchung 
ergibt, daB sich diese Erscheinung damit erkliren la6t, daB die Kurven 
der ,,Teilfunktionen** stets in einem bestimmten Verhiltnis zueinander 
verlaufen und bei niedrigerer Temperatur nur gleichmaBig zur A bszisse 
.abgebogen** werden. Als praktisch wichtige Folgerung ergibt sich 
daraus, da bei hoher Hydrolysetemperatur besonderer Wert auf die 
Einhaltung der richtigen Hydrolysezeit zu legen ist, wahrend bei 
niedrigerer eine Verlingerung der Hydrolysezeit keine grobe Rolle 
spielt : bei 60° verlauft die Kurve so gut wie horizontal, d. h. der Hydro- 
lysegrad verandert sich auch nach sehr langer Zeit kaum merkbar. 
Diese Feststellung bedeutet zwar eine Steigerung der Genauigkeit, 
besonders bei Arbeiten mit vielen Proben, die nacheinander abgelesen 
werden miissen, aber im allgemeinen diirfte doch die raschere und 
intensivere Methode mit 100° vorzuziehen sein, wenn sie auch eine genaue 
Abpassung der Hydrolysezeit erfordert. 

5. pu wirkt auf den Verlauf der Hydrolyse in der Weise ein, dab 
die Spaltung bei sauerer Reaktion intensiver wird. Das Maximum 
wird nach kiirzerer Zeit erreicht, doch ist die Verschiebung im Vergleich 
zu denen bei Temperaturvariation recht unbedeutend, wahrend bei 
pa 2,3 das Maximum nach ungefahr 3 Minuten erreicht ist, erfordert 
die Hydrolyse bei py 1,2 die halbe Zeit und bei py etwa 2,8 die doppelte. 

Wie oben erwahnt, nimmt also in diesem Falle die erreichte Maximal- 
konzentration des ersten Hydrolyseproduktes bei sauerer Reaktion 
an Hydrolysegeschwindigkeit zu. Um diese Tatsache praktisch zu 
verwerten, mu man die Hydrolyse bei einer bestimmten sauren Reaktion 





ne eee 


S208 en 


108 T. Caspersson : 


vor sich gehen lassen und dann vor der Farbentwicklung die Reaktion 
auf pu 2,0 bis 2,3 bringen, da die Intensitét der entwickelten Farb« 
in starker Abhaingigkeit vom px steht. Dies fiihrt eine erhebliche 
Herabsetzung der Genauigkeit mit sich, da sowohl Hydrolyse als auch 
Farbentwicklung in Pufferlésung vor sich gehen muB, um méglichst 
die gleichen Voraussetzungen fiir Probe und Standard zu_ erzielen 
und da sich diese Anderung von py nur schwer mit ausreichender 
Genauigkeit durchfiihren laBt. AuBerdem ist, ebenso wie bei héheren 
Hydrolysetemperaturen, eine genaue Einhaltung der Hydrolysezeit 
notwendig, da der Abbau rascher als sonst vor sich geht. Die fiir die 
praktische Durchfiihrung der Hydrolyse giinstigsten Verhaltnisse sind 
also: Hydrolyse bei px 2,0 bis 2,3 und Farbentwicklung bei gleichem py 
Ein naheres Eingehen auf die Formen der verschiedenen Hydrolyse- 
kurven bei Variation von py wiirde zu weit fiihren. Hier mag die Fest- 
stellung geniigen, daB das Ansteigen zum Maximum (der Ursprungs- 
kurve) bei hGherem py bedeutend langsamer vor sich geht, so daB sich 
dieses, wie erwihnt, verschiebt, daB aber die Neigung des abfallenden 
Schenkels in auffillig geringer Abhangigkeit vom py steht. 

Es ist von Wert, daB man aus den analysierten Kurven den Verlautf 
der Reaktionen bei Versuchsbedingungen, die auBerhalb der Grenzen 
der durchgefiihrten Versuche liegen, extrapolieren kann. Die Reaktionen 
(innerhalb der Versuchsgrenzen) lassen sich ja mit sehr groBer Wahr- 
scheinlichkeit durch die ,,Teilfunktionen“ beschreiben, die den 
Reaktionsverlauf qualitativ und quantitativ angeben, und da offenbar 
kein weiterer Faktor einwirkt, liBt sich der fernere Verlauf der 
Reaktionen mit ziemlich groBer Sicherheit aus den Teilfunktionen 
ableiten. 

Eine zu diesem Zwecke durchgefiihrte Untersuchung des 
Experimentmaterials zeigt, da die Optimalbedingungen gerade inner- 
halb der untersuchten Gebiete liegen, und daB man darum nicht er- 
warten kann, durch weitere Variation irgendeines Faktors bei der Hydro- 
lyse oder der Farbentwicklung ein Gebiet mit anndhernd so guten Verhilt- 
nissen zu finden. 

6. Die zugesetzte Fuchsinreagensmenge tibt einen gewissen Einflul 
auf die Farbintensitat aus; bei der Konstruktion der Farbentwicklungs- 
kurven wurde vorausgesetzt, daB seine Konzentration so groB sei, dal 
die Additionsreaktion den Verlauf einer monomolekularen Reaktion 
hatte, d.h. daB ein weiterer UberschuB bedeutungslos war. Diese 
Voraussetzung ist die Bedingung dafiir, daB die Farbintensitaét eine 
exakt lineare Funktion der Nucleinsiurekonzentration darstellt, ist 
also von groBer Bedeutung fiir die Genauigkeit der Bestimmung. In 
wie hohem Grade die angegebene Methodik dieser Forderung nach- 
kommt, wird am besten durch die Darstellung eines ausgefiihrten 
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Versuchs klar: Einer Reihe von Probeserien mit verschiedenen Mengen 
Nucleinséurehydrolysat wurden in jeder Serie verschiedene Mengen 
Fuchsinreagens zugesetzt. Nach 6 Stunden wurde der Extinktionskoeffi- 
zient gemessen. Eine Serie mit der Thymonucleinséiurekonzentration 
von 2 mg wurde als beliebiger Ausgangspunkt gewahlt und ihr Extink- 
tionskoeffizient im Verhaltnis zur Reagensmenge graphisch dargestellt. 
An Hand dieser Kurve wurden die Kurven konstruiert, die fiir andere 
Nucleinsiurekonzentrationen zu erwarten waren, worauf dariiber die 
beim Versuch erhaltenen Werte eingetragen wurden. Da, wo diese 
berechneten und gefundenen Kurven miteinander iibereinstimmen, ist 
die Farbintensitat in den Grenzen der Versuchsfehler also eine lineare 
Funktion der Thymonucleinsiurekonzentration. Es ging hervor, daf 
die Ubereinstimmung schon bei Reagensmengen von 0,5 cem von 
0,1 mg bis hinauf zu 10 mg Nucleinsiure ganz innerhalb der spater zu 
behandelnden Versuchsfehler liegt. Dies ist recht beachtlich, da die 
Reagensmenge einen deutlichen EinfluB auf die Farbintensitat bis zu 
ungefihr 1,0 cem ausiibt. Erst bei dieser letzten Konzentration wird 
der Verlauf der Kurve so gut wie horizontal, und ein weiterer Reagens- 
zusatz bleibt also ohne EinfluB. Daraus geht hervor, da einerseits 
die Reagensmenge zur Erzielung der maximalen Farbstarke 1 bis 2 cem 
betragen muB, da aber andererseits die Proportionalitaét mit den 
Nucleinséurekonzentrationen innerhalb knapper Grenzen erhalten 
bleibt. 

Ein allzu groBer UberschuB an Reagens ist nicht wiinschenswert, 
da sein Einwirken Auf px schwer zu regulieren ist und der Gehalt an 
SO, in der Konzentration der Probe infolge des Cberschusses unnétig 
hoch wird. 

Beim Arbeiten mit kleineren Reagensmengen muB beachtet werden, 
daB der Probe und der Standardlésung genau dieselben Mengen Reagens 
zugesetzt werden. 

Am besten eignet sich also eine Menge von | (bis 2) ccm, hergestellt 
nach den Vorschriften (0,5°, Fuchsin), die bei Arbeiten mit Thymo- 
nucleinsiuremengen von 0,2 bis 15 mg gelten. 


Der Versuch, diese Methode ohne Standardlésung durchzufiihren 
und nur eine bestimmte Extinktion anzugeben, die eine bestimmte 
Nucleinséurekonzentration bei bestimmten Voraussetzungen hat, 
scheitert an der Schwierigkeit, feste Verhaltnisse fiir die verschiedenen 
Reaktionen zu schaffen. Der ProzeB verliuft niemals quantitativ, 
stets nimmt nur ein Teil der Nucleinsiure an der Farbentwicklung 
teil, und dieser steht in vélliger Abhangigkeit von den Hydrolyse- 
bedingungen. Auferdem ist, wie erwahnt, die Standardisierung des 
teagens mit groBen Schwierigkeiten verbunden. Die Methode kann 
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in vereinzelten Fallen bei groBen Serien, wo es nicht allzu sehr aut 
peinliche Genauigkeit ankommt, und bei denen dasselbe Reagens 
das dann und wann standardisiert wird, zur Anwendung kommt, ver 
wirklicht werden. Optimale Verhaltnisse herrschen in diesem Falle 
wenn kleine Variationen der verschiedenen Faktoren das Endresultat 
so wenig wie méglich verandern. Dabei muB die Forderung méglichs' 
groBer Farbstarke und damit auch moéglichst groBer Empfindlichkeit 
etwas zuriicktreten. Diese Faktoren sind nach dem oben angefiihrten 
Versuch: Hydrolysetemperatur 60°, Hydrolysezeit ungefahr l'/, Stunden 
pu bei Hydrolyse und Farbentwicklung 2.3, Ablesung nach 4 Stunden 

Der EinfluB der verschiedenen Faktoren auf den Verlauf der 
Farbreaktion laBt sich also wie folgt zusammenfassen: 

Die Zeit der Ablesung nach dem Reagenszusatz: Die Farbstarke 
steigt im Laufe von etwa 3 Stunden zu einem Maximum an und nimmt 
dann langsam ab. 

Die beste Zeit fiir die Ablesung: 3 bis 6 Stunden. 

Die Zeit und Temperatur fiir die Hydrolyse: Bei fortlaufender 
Hydrolyse steigert sich die Konzentration des farbenbedingenden 
Hydrolyseprodukts bis zu einem Maximum, das mit py 2,3 bei 100" 
nach 3 bis 4 Stunden, bei 80° nach 12 bis 16 Stunden und bei 60° nach 
48 bis 64 Stunden erreicht ist; bei 100° wird die Konzentration des 
farbenbedingenden Hydrolyseprodukts am starksten, sinkt dann aber 
auch nach Erreichung des Maximums am schnellsten. 

Am giinstigsten: 3 bis 4 Minuten und 100°. 

pu bei der Hydrolyse: Sauere Reaktion wirkt beschleunigend 
Der Unterschied ist jedoch unbetrachtlich. Das fiir die Farbentwicklung 
optimale py, d.h. 2,3, ist auch hier am ginstigsten. 

' pu bet der Farbentwicklung: Die Intensitdt ist am grépten bei py 2,5 
bis 2,6, bei alkalischerer Reaktion (px ungefihr 3) tritt eine Eigen- 
farbung des Reagens auf. 

Die Genauigkeit der Methode ist sehr groB. Bei genau gleicher 
Behandlung von Standard und Probe und Wahl giinstiger Werte bei 
den wichtigsten Faktoren kann man bis zu einer Genauigkeit von 1°, 
kommen. 

Das beste Gebiet liegt zwischen 0,5 und 10 mg Thymonucleinsaure 
Mengen bis herab zu 0,1 mg lassen sich ebenfalls bestimmen, und fiir 
Anwendung bei héheren Konzentrationen als 10 mg besteht das einzige 
Hindernis darin, daB man dann mehr als 2 ccm Reagens benutzen 
muB, was, wie gesagt, gewisse Schwierigkeiten mit sich fihrt. 


Bei Vorhandensein von EiweiB in der Lésung ist es nicht gelungen 
giinstige Ergebnisse zu erzielen. 
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Zusammenfassung. 


Thymonucleinsaure wird quantitativ nach Hydrolyse mit Hilfe 
der Fuchsin-schwefligsiure-reaktion bestimmt. Der EinfluB  ver- 
schiedener Faktoren auf die Hydrolyse und Farbentwicklung wird 
bestimmt, und es werden die optimalen Bedingungen ermittelt. Mit 
Hilfe einer Analyse der Hydrolyse- und Farbentwicklungskurven wird 
nachgewiesen, daB diese Reaktionen in zwei Etappen verlaufen, und 
daB bei weiteren Variationen der Verhaltnisse bei der Bestimmung 
iiber die experimentell erprobten hinaus weitere Steigerungen der 
Farbintensitat nicht zu erwarten sind. 


Literatur. 
1) Widstrém, diese Zeitschr. 199, 298, 1928. 2) Schiff, Zeitschr. f. 
Chem. 175, 1867. 3) Wieland u. Scheuing, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 


54, 2527, 1924. 4) Kastle, Amer. chem. J. 42, 293, 1909. 5) Heilme yer. 
Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. 2, Teil 2/11, 1929. 





Das gebundene Kreatin im Froschmuskel. 


Von 
S. Ochoa, F. Grande und M. Peraita. 


(Aus den physiologischen Laboratorien der ,,Junta para Ampliacién de 


Estudios’ und der Medizinischen Fakultét Madrid.) 


(Eingegangen am 5, Juli 1932.) 


Im Jahre 1929 wurde von Duliére (1) untersucht, ob das Kreatin 
im Froschmuskel ausschlieBlich als freies und im Phosphagen gebunden 
vorliegt, oder ob auch irgendeine andere Verbindung desselben existiert. 
Das Verhaltnis Phosphagenphosphat /gebundenes Kreatin wurde durch- 
schnittlich annahernd gleich 1 gefunden, daraus wurde der Schluf 
gezogen, da8 in der Froschmuskulatur das Kreatin in keiner anderen 
Verbindung als mit Phosphagen vorhanden ist. 

Schon vor einiger Zeit waren wir mit Versuchen beschaftigt, bei 
denen das Verhaltnis Phosphagenphosphat/gebundenes Kreatin  ge- 
legentlich bestimmt wurde. Dabei fanden wir stets einen Uberschu8 
Mol gebundenes Kreatin tiber Mol Phosphagenphosphat, der mit grober 
RegelmaBigkeit auftrat?. 

Wir bestimmten das freie Kreatin im Trichloressigséiurefiltrat eines 
Froschgastrocnemius mit Diacetyl nach Walpole (2) in derselben Anordnung 
wie Duliére. Das anorganische sowie das Phosphagenphosphat wurden in 
demselben Filtrat nach Lohmann (3) bestimmt, und das gebundene Kreatin 
wurde durch Differenz des freien und des meist am symmetrischen Muske! 
bestimmten Gesamtkreatins ermittelt. 

Die Ergebnisse sind aus Tabelle I ersichtlich. Im Mittel finden 
wir 6 Millimol, entsprechend 0,78 mg, tiberschiissig gebundenes Kreatin 
pro Gramm Muskel. 

Auf Grund dieses Ergebnisses schien es erwiinscht, diese Frage 
weiter zu untersuchen. Die Bestimmung des freien Kreatins nach 
Walpole erwies sich nicht als geniigend zuverlassig ; erstens weil manchma| 
bei einzelnen Bestimmungen UnregelmaBigkeiten auftreten, die vor- 
laufig noch nicht kontrollierbar sind, zweitens weil bei dieser Anordnung 
nicht ganz ausgeschlossen ware, daB der Uberschu8, der anscheinend 
aus Kreatin bestand, nicht etwa aus Kreatin, sondern aus Kreatinin 


? Das Verhaltnis anorganisches Phosphat /freies Kreatin wurde dagegen, 
in Ubereinstimmung mit Duliére, durchschnittlich gleich 1 gefunden. 
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Tabelle I. 


Anorganisches Phosphat, freies Kreatin, Phosphagenphosphat und ge- 
bundenes Kreatin im Froschmuskel. Direkt bestimmt. 


H,PO, und Kreatin in Millimol pro Gramm Frischmuskel. 








org s s = , . *hosphagen- vebundenes "berse } an 
ye Freies Kreatin poe sary ; oa FIP a man Kreatin 
4,4 6,0 16,2 20,8 4.6 
4,5 8,5 15.5 27.4 11,9 
4,7 7,7 17,0 27,0 10,0 
4,9 8.5 23.4 25,5 2,1 
5,1 6,0 25,7 26,3 0,6 
5,7 6,0 15,5 22,2 6,7 
5,8 6,6 22,7 28,1 54 
5,9 a 24.5 29.5 5,0 
6,2 8,2 16,2 26,2 10,0 
6,2 5,3 16,8 20,4 3,6 
6.3 5,7 23,8 22,2 - 
6,5 7.9 19,7 24,6 4.9 
6,8 7,1 21,5 25,7 4.2 
7,0 6,6 17,6 27,6 10,0 
7,1 9,8 14,8 25.4 10,6 
7,5 6.9 20,8 27,8 7,0 
8,4 8,7 18,7 26,8 8,1 
8.4 5.4 18,3 26,1 7,8 
8.5 7.0 19,1 23,6 3,5 
8,8 9,0 16.4 21,6 5,2 
9,3 12.4 11,0 18,1 7,1 
10,6 9.9 17,0 22,2 5,2 
10,6 7,7 15,3 23,7 s4 
10,8 10,3 14.4 19,2 4.5 
10,8 9.6 15,2 22,0 6,8 
11,6 10.9 11,9 19,0 7.1 
12,0 12.6 12.0 24.2 12,2 
12,0 10,7 13,1 19,8 6,7 
12.6 10.6 13,9 23.0 9,1 


bestehen kénnte. Dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich, denn be- 
kanntlich ist kein Kreatinin in der Skelettmuskulatur vorhanden 
(Literatur bei Hunter (4)j. Deshalb setzten wir die Versuche fort unter 
Anwendung der Methode von Eggleton und Eggleton (5), wobei die 
verschiedenen P-Fraktionen nach Fallung mit Baryt aus einem Tri- 
chloressigsaurefiltrat colorimetrisch bestimmt wurden. Diese An- 
ordnung, die auch von Duliére angewandt wurde, haben wir etwas 
modifiziert, um méglichst gleichmaBige Resultate zu erhalten; vor 
allem haben wir bei jedem einzelnen Versuch griBere Muskelmengen 
als gewohnlich verwendet und erhielten konzentriertere Trichloressig- 
siurefiltrate. Dadurch wird eine genauere Ausfiihrung der colori- 
metrischen Bestimmungen erméglicht, und, wenn ein kleiner Cherschub 
gebundenen Kreatins iiberhaupt vorhanden ist, kann man ihn auch 
besser entdecken. 


Biochemische Zeitschrift Band 253. 8 
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Methodik. 


Die Versuche wurden an Gastrocnemien von griinen’ Fréschen 
(R. Esculenta), die alle aus einer einzigen Sendung stammten, ausgefiihrt 
Die Frésche waren Anfang Oktober 1931 im Institut eingetroffen. Dir 
Muskeln wurden stets von vorgekiihlten Tieren auf eisgekiihltem Teller 
mit den tiblichen VorsichtsmaBregeln abprapariert. Es wurden stets drei 
oder vier Gastrocnemien fiir jeden Versuch verwendet. Das Gewicht de: 
Muskeln wurde schnell auf der Torsionswaage ermittelt. Sie wurden dann 
schnell im eisgekiihlten Mérser mit der geeigneten Menge (5 cem pro Gramm 
4° iger Trichloressigsiure zerrieben und die Fliissigkeit filtriert. 5 cem 
des Filtrats wurden in einem Zentrifugenglas mit festem, fein zerriebenem 
Baryt bis zum Umschlag auf Lackmus neutralisiert und dabei stark ge 
schiittelt. Nach kurzem Stehenlassen wurde scharf zentrifugiert und die 
Fliissigkeit in ein zweites Zentrifugenglas sorgfaltig dekantiert. Der Nieder 
schlag wurde einmal mit 2 cem einer etwa 0,25”, igen Lésung von trichlor 
essigsaurem Barium gewaschen, wieder zentrifugiert und die Fliissigkeit 
ins zweite Zentrifugenglas gebracht. Zu der Fliissigkeit (etwa 7 cem) wurden 
15cem absoluten Alkohols zugegeben und iiber Nacht stehengelassen, 
was zur Fillung des Ba-Phosphagens sowie des Ba-Salzes gewisser Phosphor- 
siureester fiihrt. Am néchsten Tage wurde zentrifugiert, die Fliissigkeit 
in eine Eindampfschale dekantiert, noch zweimal mit 66° igem Alkohol 
gewaschen, wieder in die Schale dekantiert und nach Lésung des Nieder- 
schlags mit einigen Tropfen verdiinnter HCl, Fallung des iiberschiissigen 
Bariums mit Na,SO,, Zentrifugieren und wiederholtem Waschen quantitativ 
in ein 25-cem-MeBk6lbchen itibergefiihrt und bis zur Marke aufgefiillt. 
Dasselbe geschah mit dem ersten Ba-Niederschlag. In 5 cem seiner Lésung 
wurde das anorganische Phosphat colorimetrisch nach Lohmann und 
Jendrassik (6) bestimmt. Das Phosphagenphosphat wurde direkt in 5 ccm 
der Lésung des zweiten Niederschlags, der Ester mit léslichen Ba-Salzen 
in 5 cem derselben Fraktion nach Veraschung mit 2n H,SO, und 2n HNO, 
bestimmt. Die Bestimmung des gebundenen Kreatins erfolgte nach Folin 
ebenfalls in 5cem derselben Lésung nach Uberfiihrung in Kreatinin. Die 
in der Schale vereinigten alkoholischen Fraktionen dienten nach Einengung, 
Fallung des Bariums und Lésung des Trockenrestes in 30 ccm Wasser 
_ zur Bestimmung des freien Kreatins in 5cem der Lésung. Die colorimetri- 
schen Bestimmungen wurden in simtlichen Fallen mit dem Burkerschen. 
von der Firma Leitz-Wetzlar hergestellten Kompensationscolorimeter vor- 
genommen, das den héchsten Grad von Genauigkeit bietet. Dabei wurden 
immer mehrere Standardlésungen vorbereitet, um stets mit einem dem 
Farbton méglichst nahestehenden Standard vergleichen zu kénnen. Die 

Ablesungen geschahen stets bei 10 mm Standarddichte. 
In einigen Fallen standen die Muskeln vor weiterer Verarbeitung mehrere 
Stunden (etwa 4) in mit Sauerstoff langsam durchstré6mter Ringer-Phosphat 
lésung (pH etwa 7,2, 20°, P). In anderen Fiillen wurden dieselben nach 
Tétung der Frésche sofort verarbeitet. In beiden Fallen wurden einige 
Versuche an mit Adrenalin eingespritzten Fréschen ausgefiihrt. Dabe 
wurden von 0,05 bis 0,4 mg Adrenalin in den Lymphsack eingespritzt und 

die Frésche nach 1 bzw. 2 Stunden getétet. 





Versuchsresultate. 


In Tabelle II sind die Ergebnisse der an mit Sauerstoff versorgte: 
Muskeln ausgefiihrten Versuche wiedergegeben. Die fiinf letzten Ver- 
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Tabelle I]. 


Anorganisches Phosphat, freies Kreatin, Phosphagenphosphat und ge- 
bundenes Kreatin in ruhenden, mit Sauerstoff versorgten Muskeln. Be- 
stimmung nach der Baryttallungsmethode. 


H, PO, und Kreatin in Millimol pro Gramm Frischmuskel. 





Anor- Freies Phosphagen- Gebundenes Uberschub an sliche 

gunisches | Kreatin _ phosphat‘Kreatin | ebundenem =— teh 
n* 5.95 8.3 16.9 29.5 3,6 2,5 
n D1 85 13.5 16.5 3.0 1,0 
n 59 8.3 12.3 16.8 4.5 4.9 
n 6.2 8.3 12.9 17,7 458 3.6 
n 7,3 11.6 12.3 15,5 3,2 29 
Mm 93 - 11,4 14.4 3.0 3,4 
n 9.4 14.8 8.5 11,0 2,5 2.4 
n 10,9 12,9 11,9 14,4 2.5 2.8 
n 10,1 16,8 12.4 13,6 1,2 1,8 
n 12,5 : 6.9 9,2 2.3 2.7 
A** 4,95 7.7 13,2 16,9 3,7 3.6 
\ 5.45 9.4 12.9 16.8 3.9 4,0 
4 0.6 12.8 14.1 16.6 2.5 3,5 
\ 6,7 11,3 11,4 14.8 3,4 4.0 
\ 6.7 13.9 6.9 8,7 1,8 23 

*n Normal. — ** A Adrenalin. 


suche wurden an Adrenalinfréschen vorgenommen. Uberall wurde 
ein Uberschu8 Millimol gebundenes Kreatin gegeniiber Millimol Phos- 
phagenphosphorsiaure gefunden. Dieser UberschuB zeigt einen gewissen 
Parallelismus mit dem Gehalt an Millimol Ester mit léslichen Ba-Salzen. 

Es fiel uns auf, daB bei sofort verarbeiteten Muskeln, besonders 
bei Adrenalinmuskeln, der Uberschu8 an gebundenem Kreatin kleiner 
ist, bei zwei Adrenalinversuchen ist sogar kein UberschuB gebundenen 
Kreatins vorhanden. Diese Versuche sind deshalb in einer anderen 
Tabelle (Tabelle LIT) zusammengestellt. 

Es kénnten allerdings zwei Einwande gegen diese Ergebnisse 
erhoben werden. Man kénnte denken, daB8 die Hexose des Esters mit 
léslichen Ba-Salzen auch eine positive Jaffesche Reaktion mit Pikrat 
geben kénnte. Wir haben uns jedoch iiberzeugt, daB tatsachlich die 
Glykose bei Zimmertemperatur keine positive Reaktion gab, als wir 
zu je 3 cem Glykose- und Kreatininlésung, die die gleiche molare Menge 
(0,53 Mol) beider Substanzen enthielten, gleiche Mengen von Pikrin- 
siure- und NaOH-Lésung hinzufiigten. Wir haben die beiden mit 
einer Kontrollésung (aus gleichen Mengen Wasser, Pikrinsiure und 
NaOH) und auch miteinander im Colorimeter verglichen und haben 
wahrend einer Stunde keine Farbzunahme in der Glykoselésung nach- 
weisen kénnen. Der zweite Einwand ware, da® in der Fraktion. in 


x * 
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Tabelle I1I. 


Anorganisches Phosphat, freies Kreatin, Phosphagenphosphat und ge- 
bundenes Kreatin in sofort verarbeiteten Muskeln. Bestimmung nach der 
Barytfallungsmethode. 


H;,PO, und Kreatin in Millimol pro Gramm Frischmuskel. 





Anor- UberschuB an ys ctiche 


: Freies Phosphagen- Gebundenes 

Ganisches  Kreatin | phosphat | Kreatin | @ebundenem — ““ystoy 
n* 8,6 15,3 6,1 7,6 1,5 1,0 
n 10,8 17,5 8,0 10,9 2.9 1,9 
of 14,3 19,6 ¥,0 9,2 2.0 2,2 
n 14,7 20,5 5,5 6,3 0,8 1,2 
n 15,4 21,6 5,1 5,7 0,6 1,6 
n 15,8 24.3 6,7 7,6 0.9 2,2 
A** 8,0 18.6 ta 7,1 0,0 1.6 
A 8.6 16,8 8,1 9.6 1.5 1,5 
A 11,6 19,5 9.5 10,0 0,5 2,8 
A 12,9 21,8 2.4 2,1 0,0 1,1 

*n = Normal. — ** A = Adrenalin. 


welcher das Phosphagen- und Esterphosphat sowie das gebundene 
Kreatin bestimmt werden, eine gewisse Anderung der durch das Krea- 
tinin hervorgerufenen Farbe verursacht werden konnte, so daB der 
angenommene Uberschu8 an gebundenem Kreatin nur ein Bestimmungs- 
fehler sein wiirde. Daher haben wir eine Reihe Kontrollbestimmungen 
ausgefiihrt, indem wir zu je 4ccm der Phosphagenfraktion 1 ccm 
Wasser und lecem einer Kreatinlésung (die genau 0,1 mg Kreatin 
enthielt) hinzufiigten. Das Kreatin wurde dann in beiden Lésungen 
nach Uberfiihrung in Kreatinin bestimmt; die erste Bestimmung diente 
als Kontrolle. Bei zwélf derartigen Versuchen haben wir stets genau 
die 0,1 mg zugefiigten Kreatins wiedergefunden, wie man aus Tabelle IV 
ersehen kann. 
Tabelle IV. 


Kreatinzusatz zur Phosphagenfraktion. Kreatin in Milligramm (absolut). 














Kontroll- Kreatinzusatz Kontroll- Kreatinzusatz 
begtinmang Berechnet Bestimmt neneneeang ~ Berechnet Bestimmt 
0,31 0,41 0,38 0,34 0,44 0,44 
0,35 0,45 0,41 0,33 0,43 0,43 
0,21 0,31 0,31 0,42 0,52 0,54 
0,13 0,23 0,23 0,39 0,49 0,49 
0,33 0,43 044 0,35 0,45 0,45 
0.41 0,51 0,52 0,36 0,46 0,46 


Wenn man aus den Tabellen I, If, II die Werte fiir das Gesamt- 
kreatin und das direkt bestimmbare Phosphat (anorganisches plus 
Phosphagenphosphat) berechnet, sieht man, da die molare Menge 
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des Gesarmtkreatins nicht unerheblich gréBer ist als diejenige des direkt 
bestimmbaren Phosphats. In einer Ubersicht in den ,,Physiological 
teviews’ gibt Milroy an (7), daB das Gesamtkreatin im Muskel in 
gleicher, ja sogar in kleinerer molarer Menge als das direkt bestimmbare 
Phosphat vorliegt. Wir haben daher auch direkte Bestimmungen des 
Gesamtkreatins (8) sowie des direkt bestimmbaren Phosphats an 
demselben Muskel vorgenommen, um die Frage genauer beantworten 
zu kénnen. Die Ergebnisse, die aus Tabelle V zu ersehen sind, stimmen 
in diesem Zusammenhang mit denen der ersteren Versuche gut iiberein. 


Tabelle V. 


Vergleich der an demselben Froschgastrocnemius fiir direkt bestinumbares 
Phosphat und Gesamtkreatin ermittelten Werte. 


H, PO, und Kreatin in Milligramm und Millimol pro Gramm Frischmuskel. 








Direkt bestimmbares Phosphat Gesamtkreatin Differenz (b —a) 

mg — mg pee abs 

2,44 24,9 5,0 38,1 13,2 53 
2,5 26,2 4,55 34,7 8,5 32 
2,34 23,8 4.79 36,6 12.8 54 
2,35 23,9 4,71 36,0 12,1 51 
2,47 25,2 4,44 33,9 8,7 34 
2.80 28.5 5,08 38,7 10,5 35 
2,54 25,8 4,42 33,7 7,9 31 
2,28 23,2 4,50 34.4 11,2 48 
2,53 25,8 4,62 35,3 9,5 32 
2,54 25.9 4.16 31,7 5.8 22 


Die Tatsache, daB bei sofort verarbeiteten normalen und Adrenalin- 
muskeln der Uberschu8 an gebundenem Kreatin kleiner ist als bei 
denjenigen, die vor der Verarbeitung in Ringerphosphat mit Sauerstoff 
versorgt wurden, machte es erwiinscht, das Verhalten des tiberschiissig 
gebundenen Kreatins bei der Tatigkeit zu erforschen. Hierbei wurden 
das freie und das gebundene Kreatin sowie das Phosphagenphosphat 
nach den in der Methodik beschriebenen Vorschriften bestimmt. Ruhe- 
sowohl als Reizmuskeln standen vor der Verarbeitung 2 bis 5 Stunden 
in mit Sauerstoff durchstrémter Ringerphosphatlésung. Fir jeden 
Versuch wurden vier bis fiinf Frésche verwendet, alle Gastrocnemien 
aus einer Seite dienten als Ruhe-, die symmetrischen als Reizmuskeln. 
Diese wurden auf einem mit Ringerlésung impraignierten Baumwoll- 
stiick, das mit der Sekundarspule eines Induktoriums verbunden war, 
bei Zimmertemperatur tetanisch gereizt (mehreremal 5 oder 10 Sekunden 


Tetani). Aus den Ergebnissen, die in Tabelle VI zusammengestellt sind, 
kann man nicht mit Sicherheit schlieBen, daB bei der Tatigkeit der 
UberschuB an gebundenem Kreatin abnimmt, wenn auch eine gewisse 
Tendenz in diesem Sinne bemerkbar ist. 
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Tabelle VI. 


Phosphagenphosphat, freies und gebundenes Kreatin im gereizten Muskel. 
Reizung: direkt. Primar: 2 Volt. R — A: 4 bis 6em. a) Ruhemuskel. 
b) Reizmuskel. 


H,;PQO, und Kreatin in Millimol pro Gramm Frischmuskel. 





Ubersehuf 


Freies Kreatin matin” "phoapnat’” 8 Rebundenem | Gesamtkreatin 
14,5 15,2 12,1 3,1 29.7 
b 16,2 15,1 11.7 3,4 31,3 
a 12.8 14,0 12.6 1.4 26,8 
b 15.4 11,9 10,7 0.3 26,4 
a 7,2 23,2 18,2 5.0 30,4 
b 8.7 19,1 16.3 2.8 27,8 
a 10,1 17,4 11,2 6,2 27.5 
b 13,8 13.7 9,9 4,7 27,5 
a 11,1 15,1 14.6 OD 26.2 
b 18,4 63 5,8 05 24,7 


Zusammenfassend liBt sich sagen, da besonders bei ruhenden, in 
Ringer gut mit Sauerstoff versorgten Froschmuskeln ein kleiner molarer 
Uberschu8 an gebundenem Kreatin gegeniiber dem Phosphagen- 
phosphat bei verbesserter Methodik regelmaBig gefunden wird. Es 
kénnte sich méglicherweise um eine weitere Kreatinverbindung handeln. 
Ob dieser UberschuB mit der Tatigkeit abnimmt, sei vorliufig noch 
dahingestellt. Die molare Menge Gesamtkreatins im Froschmuskel 
ist groBer als das direkt bestimmbare Phosphat; durchschnittlich sind 
pro 100) Mol des letzteren 140 Mol Gesamtkreatin vorhanden. 


Literatur. 
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Untersuchungen 
iiber den Mechanismus der Harnabsonderung am Menschen. 


Von 
Ciisar Brunner. 


Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitét Bern.) 
(Eingegangen am 6. Juli 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

In neuerer Zeit hatte Brandt-Rehberg' ein Verfahren angegeben, 
welches zur Grundlage die Auffassung hat, daB in den Glomeruli durch 
Filtration eine Fliissigkeit entsteht und in den gewundenen Kanalchen 
durch Riickresorption zu dem sogenannten definitiven Harn umgestaltet 
wird. 

Das Verfahren soll die Menge bestimmen, welche filtriert, sowie die 
Menge, welche im Verlauf der gewundenen Kanalcehen zuriickresorbiert 
wird. Damit dies gelingt, ist die wichtigste Voraussetzung die, da es 
einen Stoff gibt, der gar nicht riickresorbiert und ausschlieBlich im 
Glomerulus filtriert wird. Brandt- Rehberg hat als solechen Stoff das 
Kreatinin erkannt. Wenn die genannten Voraussetzungen alle zutreffen, 
so kann man aus der Ermittlung der Kreatininmenge im Harn, aus der 
bekannten Menge von Kreatinin im Blute und aus der Menge aufgefangenen 
Harns berechnen, wieviel im Glomerulus filtriert, und wieviel im Verlauf 
der gewundenen Kandalchen zuriickresorbiert wird. Denn damit die 
Kreatininkonzentration, die im Harn aufgefunden wird, zustande kommt, 
muB eine solche Menge von Fliissigkeit durch den Glomerulus filtriert 
worden sein, um die geringe Konzentration des Kreatinins im Blute in die 
groBe Konzentration des Kreatinins im Harn umzuwandeln. Da nun diese 
Filtratmenge notwendigerweise unter der gemachten Voraussetzung sehr 
viel gr6éBer ist als die Harnmenge, welche man auffangt, gibt die Differenz 
zwischen der ermittelten Filtratmenge und der gewonnenen Harnmenge 
diejenige Fliissigkeitsmenge an, welche zuriickresorbiert wird. Diese Brandt- 
tehbergsche Betrachtungsweise ist von ihm selber und einigen anderen 
Forschern schon verschiedentlich mit Erfolg angewandt worden, und die 
auf diese Weise gewonnenen Resultate zihlen zu den besten Stiitzen, welche 
die modernisierte Ludwigsche Theorie der Filtration und Riickresorption 


1 Brandt- Rehberg, Zentralbl. f. innere Med. 15, 1, 1929. 
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besitzt. Eine sehr umfassende Darstellung des neuesten Standes diese) 
Lehre mit der einschlagigen Literatur findet sich in der Monographie vor 
Ecke horn 1. 

Die Berechnung der Glomerulusfiltration findet nach Brandt- Rehber:, 
auf folgende Weise statt: 


CL% .C 
Ff = C0; 
p 

und 

R=F C 
F Filtrationsmenge (Menge des durch die Glomeruli filtrierte: 

Plasmas). 

C, °., = Konzentration des Kreatinins in Milligrammprozent im Urin. 
' = Konzentration des Kreatinins in Milligrammprozent im Blutplasma. 
U = Urinmenge. 
R = Menge des riickresorbierten Plasmas. 


Bei der Annahme. daB in 100cem Plasma 0.9 mg Kreatinin (nac} 
Borsook) sind und da die Kreatininkonzentration im Urin und die Urin- 
menge aus den Versuchen bekannt sind, lat sich auf Grund obiger Formel!n 
errechnen: 

1. Die Filtrationsmenge in der Versuchszeit. in unserem Falle in 
I? /, Stunden, z. B. Versuch 10. C,°, in Harn | = 2%) mg, C,°,, = 0.9 mg 
(Annahme), ( = 32. Also: 

290 . 32 


y — 1) 240 re 
0.9 I 10 3l0cem. 


2. Die Filtrationsmenge in 1 Minute ist dann logischerweise = Filtra- 
tionsmenge in der Versuchszeit (= 1'/, Stunden = 90 Minuten), geteilt 
durch de Zeit. In Versuch 10 fir Harn I also: 

10 310 - 
= 114.5 cem. 
9) 

Die Filtrationsmenge bei normaler Niere betragt nach Brandt- Rehberg 
100 — 150 — 200 cem. 

3. Die  riickresorbierte Plasmamengqe. Eingesetzt in die Forme 
R = F — U erhalten wir fiir Versuch 10, Harn I, folgende Zahlen: 

R= 10310 32 = 10278. 


So sehr man die Genauigkeit der von Brandt- Rehberg und seinen 
Anhaingern durchgefiihrten Arbeiten anerkennen muB, und so be 
stechend die Beweisfiihrung fiir Filtration und Riickresorption ist, » 
darf trotzdem nicht auBer acht gelassen werden, daB die Voraus 
setzungen eben Voraussetzungen sind, fiir welche noch die streng: 
Beweisfiihrung fehlt. Bis jetzt wird umgekehrt aus dem Eintreffer 
der erwarteten Ergebnisse riickwarts geschlossen, daB die Voraus 
setzungen zutreffend seien. Das, was wir als noch nicht hinreichend 


1 Goésta Eckehorn, Acta medica scandinavica 36, 1930. 
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bewiesen ansehen kénnen, ist erstens, daB Kreatinin ausschlieBlich 
durch die Wande des Glomerulus filtriert, zweitens, daB auf keinen 
Fall Kreatinin von den Zellen der gewundenen Kanalchen ausgeschieden 
wird, und drittens, daB keinesfalls auch nur eine Spur Kreatinin riick- 
resorbiert wird. Claude Bernard hat einmal den Satz aufgestellt, dab 
alle diejenigen Stoffe, welche sezerniert werden, auch riickresorbiert 
werden kénnen. Selbst wenn dieser Satz in seiner Allgemeinheit nur 
cum grano salis zu verstehen ist, mu er doch nachdenklich stimmen. 

Um die Richtigkeit der Voraussetzungen auf einem anderen Wege 
als bisher zu priifen, hat in einer vorausgehenden Arbeit Descombes! 
sich folgenden Verfahrens bedient. 

Er ging von der Annahme aus, daB. wenn man einen kérperfremaden, 
aber unschadlichen Stoff dem Organismus zutiihrte, dieser Stoff voraus- 
sichtlich in den gewundenen Kanalehen nicht riickresorbiert werde. Auf 
dieser Annahme tuBend. verglich er die gleichzeitige Ausscheidung von 
Kreatinin und zwei kiinstlich eingefiihrten Farbstoffen. Er tand. da tatsach- 
lich der Ausscheidungsverlauf des Kreatinins und der Farbstoffe in allen 
gelungenen Versuchen so genau parallel verlief, daB man wohl den Schluf 
machen diirfte, daB, wenn der Farbstotf nicht riickresorbiert wurde. dann 
auch fiir Kreatinin das Gleiche gelte. Unter solcher Voraussetzung ware 
dies eine Bestatigung der Brandt-Rehbergschen Auffassung. 

Das von Descombes angewandte Verfahren konnte auf die Kreatinin- 
bestimmung im Blute verzichten, so daB hierin kein Mangel vorliegt, 
aber auch das Descombessche Verfahren ist nicht frei von Voraus- 
setzungen, die notwendigerweise richtig sein miBten. Es schien daher 
geraten, noch auf anderem Wege die erérterten Voraussetzungen zu 
prifen, und ich folgte daher dyr Anregung von Prof. Asher, am Menschen 
unter bestimmten physiologischen Bedingungen die Kreatinin- und 
Sulfatausscheidung im Harn zu untersuchen. 

Zunachst durfte von den Sulfaten, nach dem bisherigen Stande 
unseres Wissens. die Voraussetzung gemacht werden, daB dieselben 
sich gleich verhalten wie das Kreatinin, jedenfalls die anorganischen 
Sulfate, daB sie also im Glomerulus filtriert und in den gewundenen 
Kanalechen nicht riickresorbiert wiirden. Wenn die Behauptung auf- 
gestellt wird, dab die Sulfate nicht riickresorbiert werden, so soll damit 
nur gesagt werden, daB sie praktisch nicht riickresorbiert werden 
Diese beiden Stoffe wurden auch gewahlt, weil die allerdings hypo- 
thetische Annahme gemacht werden durfte, daB es experimentelle 
Bedingungen gibt, wo man im Organismus gleichzeitig die Bedingungen 
der Bildung dieser Stoffe und des weiteren Verhaltens derselben 
variieren konnte. Um es kurz auszudriicken, war der Plan der, in Ver- 
suchen am Menschen einmal in der Ruhe, sodann bei variabler Muskel- 


: E. Descombe 8, diese Zeitschr. 246. 59, 1932. 
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tatigkeit die Ausscheidung von Kreatinin und von Sulfaten im Harn 
zu untersuchen und auf die gefundenen Werte das Rehbergsche Be- 
rechnungsverfahren mit einer gewissen Modifikation anzuwenden. 

Vorausgesetzt, daB es richtig ware, daB sowohl Kreatinin wie die 
Sulfate im Glomerulus filtriert und beide in den gewundenen Kanilchen 
nicht riickresorbiert wiirden, so miiBte der Ausscheidungsverlauf der 
beiden Stoffe im Harn annahernd der gleiche sein. Sodann war ein 
weiterer Gedanke der, da} man vielleicht Bedingungen im Organismus 
schaffen kénne, wo die Riickresorption unter regulativen Einfliissen 
stinde. Man wird sich wohl kaum der Tatsache verschlieBen kénnen, 
daB, unabhingig welcher theoretischen Vorstellung man zuneigt, dic 
Riickresorption unter regulativen Einfliissen steht, denn sonst kann 
die Niere nicht den jeweilig wechselnden Aufgaben des Organismus 
gerecht werden. Es wurde an die Méglichkeit gedacht, die Regulierung 
der Riickresorption durch verschieden abgestufte Muskeltatigkeit in 
Gang zu bringen. 

Methodik und Aufbau meiner Arbeit erfolgten in den dem Plan 
entsprechenden vier Versuchsreihen. 


Methodik. 


Als Versuchsperson in allen Versuchen diente ich selber. Die Versuche 
wurden anschlieBend an die Nachtruhe ausgefiihrt. Am Morgen wurde die 
Blase geleert, 1 bis 1'/, Tassen gezuckerten Tees getrunken und der Harn 
in 1'/,stiindigen Intervallen entleert, gemessen und quantitativ auf seinen 
Sulfat- und Kreatiningehalt analysiert. Die Sulfatbestimmung wurde nach 
Pincussen, die Kreatininbestimmung nach Folin mit dem Colorimeter 
von Autenrieth-Kénigsberger durchgefiihrt. Colorimetriert wurde im Tages- 
licht. Die ungleiche Witterung erméglichte es nicht, die Ablesungen stets 
bei genau gleicher Helligkeit vorzunehmen. 


Experimenteller Teil. 


Die erste Versuchsreihe bestand in der Bestimmung der Kreatinin- 


und Sulfatausscheidung im Harn in Ruhe. Die Versuche dieser Reihe 


wurden anschlieBend an die Nachtruhe in Bettruhe angestellt. 

Ich bringe nachfolgend die Protokolle dieser ersten Versuchsreihe 
Fiir diese, wie fiir alle nachfolgenden Versuchsreihen gelten folgende all 
gemeinen Bemerkungen. 

Bei den folgenden Tabellen zeigt die zweite Vertikalkolonne die Kreatinin 
bzw. Sulfatmenge in den zur Analyse verwendeten Harnportionen, d. h. fiu 
Kreatinin in 10, fiir Sulfate in 2 cem Harn, die dritte Kolonne die Substanz 
menge im Gesamtharn von 1'/, Stunden. Die vierte Kolonne gibt AufschluS 
iiber die Anzahl! Milligramm Substanz, bezogen auf 100 ccm Harn. In der 
fiinften Kolonne werden die Prozentgehalte der einzelnen Portionen einander 
gegeniibergestellt, und zwar so, daB der Prozentgehalt der ersten Portion 
(Harn I = Versuchsharn) 100 gesetzt und entsprechend der Prozentgehalt 
der folgenden Portionen umgerechnet wird. 








Hat 
Hat 
Hat 


Har 
Har 
Har 


Har 
Har 


Har 


Har 
Har 
Har 


Han 
Har 
Har 








he 
lie 


pn 





Mechanismus der Harnabsonderung. 


1. Versuch. 


18. Januar 1932. 


7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, Bettruhe. 


12: 

















i) Harn I, 44 ccm, 
lO ,, 30 bs a Il, 68 
[> - ; Ill, 76 ,, 
. a In 10e¢em Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin: mg-' 
mg mg 
Bow 4... 28 123.2 280 10) 
Harn I] .. 15 122.4 18) 64.5 
HarnlIl . . 16 121.6 160 57,1 
A In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate: mg-° 
mg mg 
Harn I 3 8,232 181,104 410.5 100 
Harn IT. . 49 166.6 245 69 
Harnlll . . 4.4 167.6 220 53.7 
2. Versuch. 19. Januar 1932. 
7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, Bettruhe, 
4 j Harn I[, 88 cem, 
lO ,, 30 = 7 i Ul, 60 
12 Li, 73 
ceiiinkess In 10cem Harn Im Gesamtharn ars 
mg mg 
Harn I 17.5 54 175 109 
Harn II 25,2 151.5 252 145 
Harn III 21.0 DD 210 112 
. In 2cem Harn Im Gesamtharn ; 
Sulfate : mg-°/9 
mg mg 
 f. er 2.254 99,176 112.7 100 
Harn II .. 3,136 94,08 156.8 138 
HarnTll .. 2.548 96,2 27.25 112 
3. Versuch. 22. Januar 1932. 
7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, Bettruhe, 
_ a ns Harn 1, 52 ccm, 
10 ,, 30 os = ‘| aoe 
12 re .» III, 90 
In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin : mg-° 
mg mg 
me 2. 27 140.4 270 109 
Harn II .. 28 140 280 103.7 
Harn II 15.5 139 155 573 
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In 2cem Harn 


Im Gesamtharn 











Sulfate mg-? 
mg mg 
Harn I .. 3,63 94.27 184.5 190 
Harn II .. 3,72 93,0 186,90 102.7 
HarnIII .. 1,86 83.8 93.0 51.3 
4. Versuch. 25. Januar 1932. 
7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme. Bettruhe. 
e ~ - Harn [, 44ccm, 
0 , © a II, 68 
i a ” a Ill, 136 
. = In 10eem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin : mg- 
mg mg 
Harn I .. 32 140.8 320 190 
Harn II .. 22 149.6 220 68.7 
HarnIll_ . 11 149.6 110 34,3 
m In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate: ng- 
mg mg 
Harn I .. 4.41 96,02 220.5 100 
Harn II .. 2,548 86.632 127,4 57,9 
HarnlII .. 1.274 86.632 63,7 28,1 
ot ae { 
> a Die Ergebnisse dieser Versuchsreih: 
area tirirmenge bringe ich auBerdem noch in einer kurven 
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69 req, Harney } 
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Abb. t. 
wurde. 


Sowohl 


Nachdem ich die genannten Versuche 
Ruhe angestellt habe. ging 
Versuchsreihe tiber. in welcher Muskelarbeit 
ausgefiihrt wurde und dann 
und Sulfatausscheidung wie vorher bestimm! 


maBigen Darstellung in Abb. 1. 


aus den Protokollen wie aus de 
Kurvendarstellung geht hervor, daB im wesent 
lichen die Konzentrierung des 
die Konzentrierung der Sulfate in genau de! 
gleichen Weise verlauft. 
absoluten Mengen der beiden Substanzen lh 
steht zwar kein genauer. aber doch ein ar 
nahernder Parallelismus. 


Kreatinins und 


Selbst zwischen de1 


ich zur zweite! 


die Kreatinu 


Nach ungefahr achtstiindiger Bettruhe wurde am Morgen der Nacht 
harn entleert und wie in der ersten Versuchsreihe Tee getrunken. Nac! 
1'/, Stunden wurde der Harn gelassen, gemessen (= Harn I 
harn) und gleich darauf Arbeit geleistet. 


In gleichen 


Vorversuchis 


Intervallen wurd 
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och ein- bis zweimal, d.h. 1'/, und 3 Stunden nach Beginn der Arbeit 
Harn IL und Harn ITI) der Harn geleert. So hatte man drei gleichinter- 
allige Harnportionen: eine vor, zwei nach der Arbeit. Jede Portion wurde 
nach der angegebenen Methode quantitativ analysiert. Die Arbeit wurde 
uf dem nach Asher modifizierten Fahrradergometer von Krummacher 
geleistet. Dieses Fahrradergometer wurde bereits von Miiller' naher be- 
schrieben. Bei allen Versuchen waren die Bedingungen die gleichen. Getreten 
wurde nach einem Metronom im Takte 80, d.h. 8S Umdrehungen in der 
Minute, die Federspannung betrug bei 2kg Belastung 175g. Variiert 
wurde nur die Zeit der Arbeit und damit die davon abhangige Zahl der 
Umdrehungen bzw. die Zah! der in der Zeit zuriickgelegten Kilometer. die 
in Hand eines am Rade angebrachten Kilometerzahlers direkt abgelesen 
werden konnten. 

Ich bringe nachfolgend die Protokolle dieser Versuchsreihe und die 
kurvenmaéBige Darstellung in Abb. 2. 


5. Versuch. 29. Dezember 1921. 


8 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 








lo = si Harn I, 44cem, 25 Minuten Fahrrad, 
5 Minuten Pause, 10.9 km, 
Mm «ae = Harn geleert, Harn II, 36 ccm. 
7 In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin : mg- 
mg mg 
“yaaa 27 1188 270 100 
HarnI[. . . 33 118.0 330 122 
Ir 2cem Harn Im Gesamtharn 
Salfate ‘ mg- 
mg mg 
>) ae 4.85 106.7 242.5 1/4) 
Harn I . 5,57 100,04 277,9 116 
6. Versuch. 4.Januar 1932. 


7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee Einnahme, 

o.-.. 36 - = = Harn l, S56cem, 45 Minuten Fahrrad. 
ohne Pause, 20 km, 

SB: ss Harn geleert, Harn II, 45¢cem (Intervalle in diesem 


Versuch nur 105 Minuten). 





: In 10cem Harn Im Gesamtharn 
nreatinin: : mz- 
mg mg 
Harn I. . 25 140.9 250 100 
Harn II . 33 148.) 330 132 


1 C. Miller, diese Zeitschr. 216, 85, 1929. 
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In 2cem Harn 


Sulfate: 
mg 
Harn I. s 4.41 
Hamill... 5.72 


Im Gesamtharn 


mg-" 6 
mg 
123.4 220,5 100 
127.5 286.1 131,8 


7. Versuch. 6. Januar 1932. 


7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 


9 ,, 30 9 


o «a 


2 Stunden). 





In 10cem Harn 


Im Gesamtharn 





Kreatinin: mg-°/, 
mg mg 
Harn I. ‘ 21 189.0 210 100 
HarnlII. .. 23 195,5 230 109 
: In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate : mg-°/5 
mg mg 
Hersi .. . 2,55 114,66 127.4 100 
HarnIl.. . 2,597 100,37 129.8 104 


8. Versuch. 11. Januar 1932. 


Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 


56cem, 25 Minuten Fahrrad, 


Harn I, 


10 Minuten Pause, 12 km, 
Harn geleert, Harn II, 40 &em, 








12 a » III, 38 
, , In l0eem Harn Im Gesamtharn ’ 
Kreatinin: mg- 
mg mg 
Harn I .. 27 151.2 270 100 
Hem TT... 36 144.0 360 133 
Harn IIT Bes 129,2 340 125 
Sulfate: In 2cem Harn Im Gesamtharn mg-°/, 
mg mg 
Harn I .. 5,0 142.5 254 100 
Ham fl .. 6.66 133,2 333 132 
Harnill . . 5.88 111.7 295 129 


9. Versuch. 13. Januar 1932. 


7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 


w 3 » 


- Harn I, 58 cem, 50 Minuten Fahrrad, ohne 


Pause, 23 km, 
Harn geleert, Harn II, 76 cem, 
“ee oe Ss 


10 ,, 30 


i Harn I, 90 cem, 60 Minuten Fahrrad, ohne 
Pause, 27 km, 
Harn geleert, Harn II, 95cem (Intervalle in diesem 
Versuch 
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. — In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin: mg 
mg mg 
Harn I 26 150.8 260 100 
Harn II 18 136.8 180 64 
Harn LT 25 135.0 250 94.7 
. In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate : mg 
mg mg 
Harn I 3,87 112.2 Je 100 
Harn I 2,45 93.1 122.5 69 
Haru IIT 3,67 99.0 183.0 96,0 


10. Versuch. 14. Januar 1932. 


7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 








9 Harn I, 32 ccm, 40 Minuten Fahrrad, 
6 Minuten Pause, 18 km, 
«w «+ Harn geleert, Harn II, 26 ccm, 
12 IIT, 27 
‘ 2 In 10 eem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin : mg- 
mg mg 
Harn I 29 92,8 290 LOO 
Harn I 36 93.6 360 124 
Harn III 35 94.5 35Q 120 
In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate: mg 
mg mg 
Harn I 5,92 94 864 296, 100 
Harn II 6,52 84,72 326 110 
Harn III 7,35 98.23 357 120 





11. Versuch. 15. Januar 1932. 


7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme. 





9 : Harn I, 38cem, 15 Minuten Fahrrad, ohne 
Pause. 6.9 km, 
m@ . i Harn geleert, Harn I!, 40 cem, 
12 Ill, 42 
. . In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin : mg 
mg mg 
Harn I 35 133 350 100 
Harn IT 33 132 330 94.2 
Harn IIT 31 130 310 88.5 
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Sulfate In 2cem Harn Im Gesamtharn me-*le 
mg mg 
.. - ao 4,41 83,79 220,5 100 
Harn II . . 3,92 78,4 196,0 90,9 
Harnlll . . 4,116 99,55 205,8 93,1 
q In dieser Versuchsreihe ist zunéchst be- 


mg mgt 


130 330) }  merkenswert da®B ein Unterschied in der 
Yl 2th», j — . . r . 
29 | a | Kreatininausscheidung im Vergleich zu den 


Ruheversuchen nicht zu beobachten war. 








Was das Hauptproblem anbelangt, so ist 


~faimenge | uch in dieser Versuchsreihe ein annahernder 











} 

90 290 + | Parallelismus zwischen der Kreatinin- und der 
0 2h Sulfatausscheidung zu beobachten. Er ist aller- 
vad | dings nicht ganz so gut wie in der ersten 
ae | | Reihe, wie dies besonders aus der kurven- 
60 260 1 ain 4 maBigen Darstellung hervorgeht; aber die Unter- 
50 250 _Meea= schiede sind doch nicht so groB, daB man daraus 
: peak aprmenge incem | etwa auf eine gedanderte Ausscheidungsweise 

—— 1% 3. der beiden Stoffe schlieBen diirfte. 
Abb. 2. In der nachstfolgenden Versuchsreihe ging 


ich zu einer Arbeitsform iiber, von welcher 
vielfach in der Literatur behauptet wird, caf dieselbe einen Finflu8 aut 
die Kreatininausscheidung habe. Es ist dies namlich die statische Arbeit. 

Die dritte Versuchsreihe zerfallt in zwei Abteilungen, in eine erste 
Abteilung, in welcher ich variierte statische Arbeit ausfiihrte und dabei 
Kreatinin und Sulfate bestimmte, und in eine zweite Abteilung, in welcher 
ich neben Kreatinin und Sulfate noch dazu das Kreatin bestimmte. 

Analog der zweiten Versuchsreihe wurde die dritte durchgefiihrt, nur 
wurde die Arbeit am Fahrradergometer durch statische Arbeit ersetzt. 
An Stelle wechselnder Kontraktionen antagonistischer Muskelgruppen 
trat Dauerkontraktion einer Gruppe bis zur Ermiidung. Dies wurde erreicht 
durch strammes militérisches Achtungstehen, Strammstehen mit horizontal- 
géhobenen Armen, Stehen auf einem Beine, Ruhighalten in Kniebeuge. 
Diese Ubungen wurden wechselweise bis zur starken subjektiven Ermiidung 
durchgefiihrt. Im Laufe der Versuche wurden die einzelnen Ubungen langer. 
die Pausen kiirzer, ja es gelang am SchhiS dreimal nacheinander mit kurzen 
Pausen '/, Stunde lang Achtung zu stehen. Vermi8t wird bei dieser Versuchs 
reihe ein Ma& der geleisteten Arbeit. Mag auch die Zeit der Arbeit einen 
gewissen Vergleichswert schaffen, so ist die effektive Arbeit doch vor allem 
eine Funktion des Willens, der die Starke des Muskeltonus dosiert und 
kontrolliert. 

In der zweiten Abteilung dieser Versuchsreihe unterscheiden sich 
die Versuche von den vorigen nur durch die hinzukommende Bestimmung 
des Kreatins bzw. des Gesamtkreatinins, d. h. des nativen Kreatinins wie 
vorher plus dem durch Hydrolyse mit HCl in Kreatinin tibergefiihrten 
Kreatin. Diese Bestimmung des Gesamtkreatinins wurde nach Fol 
durchgefiihrt, d. bh. es wurden 10cem Harn mit 5cem n HCI 3 Stunden 
im Wasserbad erhitzt. Hierauf erfolgte Neutralisation mit n NaOH und 
die colorimetrische Kreatininbestimmung wie oben. 
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Ieh bringe nachfolgend die Versuchsprotokolle dieser Reihe, sowie 


die kurvenmaBige Darstellung in Abb. 3. 


12. Versuch. 26. Januar 1932. 


7 Uhr: Harn geleert, Tee-Einnahme, 


Arbeit mit Pausen, 
10 ,, 30 Minuten: Harn geleert, Harn II, 32 cem, 


a Harn I, 36cem, 45 Minuten 


statische 














> == a i. ae 
7 : In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin : mg- 
my mg 
Harn I .. 39 140.4 399 100 
Herm IF 42.5 136.0 425 108.9 
Harn . . 26,0 140.0 260 66,66 
: In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate : mg-‘ 
mg ng 
Harn I .. 5.68 102,31 285 100 
Harn II .. 5.44 87,02 272 96.4 
HarnnllI .. 3,72 99.9 186 64,2 
13. Versuch. 27. Januar 1932. 
7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 
9 ”- ™ Harn I, 46cem, 35 Minuten statische 
Arbeit, 
ae, . Harn geleert, Harn IT, 46 ccm, 
> a “ = ». 2 
4 : In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin mg 
mg mg 
Ham I .., 33 141.8 330 100 
Harn II .. 33 141.8 330 100 
Harn IIT : 25 150.0 250 75.7 
, In 2cem Harn Im Gesamtharn . 
Sulfate: mg-? 
mg mg 
ieee Twit 4.8 110.4 240 100 
Ham IT .. 4.01 92.23 200 83 
HarnIlI . . 3,33 94.96 166.5 69.3 
14. Versuch. 28. Januar 1932. 
7 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 
Ow “5 - Harn T, 28cem, 35 Minuten statische 
Arbeit, 
10 ,, 30 Pm Harn geleert. Harn II, 38 cem, 
Ee ss ‘ a i 2 oo 
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In 10e¢em Harn 


Im Gesamtharn 





Kreatinin : mg-° |; 

mg mg 
Harn I 50,0 140 500 1% 
Harn II 38,75 147,25 387,5 77.5 
Harn IIT 43.75 140.0 437.5 87.5 

In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate : mg- 

mg mg 
Harn I 6.6 91,924 320 109 
Harn Il 45 85,652 225 70,9 
Harn III 4.4 70,56 220,0 65.9 


7 Uhr 45 Minuten: 


” 


15. Ve rsuch. 


Arbeit, 


Harn geleert, Harn 


” 


Harn geleert, Tee-Einnahme, 
36ccem, 30 Minuten 


Harn I, 


29. Januar 1932. 


IT, 98 cem, 
5 40, 


statische 





In 10 cem Harn 


Im Gesamtharn 








Kreatinin : me on mg- 
Harn I 38,75 139.5 387.5 100 
Harn II 14,5 142.1 145.0 37 
Harn III 28.0 156.6 280 73 
- In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate: mg- 
mg mg 
Harn I 6.76 105,64 338 109 
Harn II 2.16 121,71 108 31,8 
Harn III 3,82 99,37 191 56,2 
16. Versuch. 3. Februar 1932. 
6 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 
8 * Harn I, 45 Minuten statische 
Arbeit, 
9 30 Harn geleert, Harn II, 28 ccm, 
ll Ill, 7 
. : “— In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Freies Kreatinin: mg-' 
mg mg 
SS eee 43,75 113.8 437.5 100 
Harn Il . 43,75 112.5 437.5 100 
Harn Ill . 19.5 136.5 195.0 45.4 
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Gesamt- In 10cem Harn Im Gesamtharn 
kreatinin : mg meg meg 
Harn I 43,75 113,8 437.5 100 
Harn II 42.5 119.0 425,0 97,7 
Harn IIT 19,5 136.5 195.0 45.5 
. In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate mg- 
mg my 
Harn I 6.00 7s 300 109 
Harn II 5,4 75.6 275 eT) 
Harn III 2.17 75.6 108 36 


17. Versuch. 


6 Uhr 30 Minuten: Harn geleert, Tee-Einnahme, 


5 


os ae 


Harn I, 


4. Februar 1932. 


- 68 cem, 
Achtungstellung mit !/, Stunde Pause, 
4 


Harn geleert. Harn II, 66 cem, 


dreima] '/, Stunde 














1] III, 138 
Freies In 10eem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin: mg mg mg- 
Harn I 20,25 137.7 202.5 100) 
Harn II 20,1 32,7 201,0 99 
Harn III 11.5 8,7 115.0 57.5 
Gesamt- In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin mg mg mg-" 6@ 
Harn I 20.6 140,0 206.0 1) 
Harn II 29.6 135,9 206.0 100) 
Harn III 11,5 148.7 115,90 568 
z In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate: mg 
mg mg 
Harn I 2.5 85 125 190 
Harn II 2.3 75.9 115 92 
Harn IIT 1,4 96.6 70 56 
18. Versuch. 5. Februar 1932. 
6 Uhr 30 Minuten: Harn geleert. Tee-Einnahme, 
8 = Harn I, 52cem, 20, 15 und 5 Minuten 
Achtungstellung, 
9 . 8 Harn geleert, Harn II, 37 ccm, 
ue, Ill, 72 
Freies In 10c¢em Harn Im Gesamtharn ia 
Kreatinin : mg mg ‘s~ 
Harn I 24 124.8 240 10) 
Harn II 32,0 118.4 320 133 
Harn IIT 18.85 118,1 188,5 78.2 
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Gesamt- In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin: mg me mg- 
Mega =... 25 139 250 190 
Harn II . . 36 133 360 144 
Harn Ill . . 20,25 145,75 22,5 SI 
In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate mg- 
mg mg 
Hern IT .. 4,3 111,8 215 100 
Harn Il . . 6.0 111,0 300 139 
Harnlil .. 3.4 122,0 170 80,2 


N. B. Die colorimetrische Ablesung fiir das Gesamtkreatinin wurde 
24 Stunden spéter und bei triiberem Wetter gemacht als riir das freie 
Kreatinin. 

Das sehr klare Ergebnis dieser Reihe ist, daB 
der Parallelismus zwischen der Kreatinin- und der 
Sulfatausscheidung hier noch deutlicher ist als in 
den vorausgehenden Versuchsreihen, wie dies 
namentlich aus der Kurvendarstellung hervorgeht. 

Man wird daraus den SchluS8 ziehen, daB auch 
unter den Bedingungen dieser Reihe die beob- 
achteten Tatsachen dafiir sprechen, da hinsicht- 
lich Filtration und Riickresorption die Dinge so 
zu liegen scheinen, wie es die Rehberqsche Theorie 


j ® 
0 : 





150 370 
10 
130 330} 
120 310 


190 





100 postuliert. 
P SchlieBlich ging ich zu einer vierten und 
| letzten Versuchsreihe iiber, in welcher ich auf 
oillicee! SS eine andere Weise versuchte, eine Anderung im 
0 21} ‘2 Kreatininstoffwechsel herbeizufiihren. Hierzu 
P “a ~ a wiahlte ich die kohlenhydratfreie Diat, von der 
a } auch behauptet wird, daB sie zu einer Anderung 
# 17 jqrnmenye— ‘i NY des Kreatininstoffwechsels fiihrt, und zwar aus 
0 s——______-_______/, dem Grunde, weil bekanntlich die kohlenhydrat- 
, ‘ * freie Diaét am gesunden Menschen einen 4&hn- 
Abb. 3. lichen Zustand herbeifiihrt, wie der experimentelle 


Diabetes. 
Nach 2'/,- bis 3tagiger vollstandig kohlenhydratfreier Diat wurde in 
1'/,stiindigen Intervallen zweimal Harn gelést und auf Kreatin, Kreatinin 
und Sulfate quantitativ antersucht. 


Ich bringe nachfolgend die Protokolle und die kurvenma®ige Dar- 
stellung in Abb. 4. 


19. Versuch. 


6. Februar 1932: abends letzte normale Mahlzeit, 


: - 1932: kohlenhydratfreie Diat, 

8. oP 1932: oe % 

9. ms 1932: 16 Uhr Tee-Einnahme, Harn geleert, Acetonprobe +--+, 
17 Uhr 45 Minuten Harn geleert, Harn I 78 cem, Aceton 


probe ++. 19 Uhr 14 Minuten Harn geleert, Harn I! 
64ceem, Acetonprobe + +. 
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Freies In 10cem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin : mg mg me-' 
Harn |. 16.5 128,7 165 100 
Harn IL . 19,875 127,36 198,75 120 
Gesamt- In 10cem Harn Im Gesamtharn ; 
Kreatinin : mg meg mg- 
Harn I. 20,25 157.95 202.5 100 
Harn IT. 24,00 153.6 240,0 118 
. In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate: mg-' 
mg mg 
Harn I. 5.1 198.9 255.0 100 
Harn IT . 5.8 185.0 290.0 113 


Die Differenz zwischen freiem Kreatinin und praéformiertem Kreatinin, 


ed 


multipliziert mit 1,27, ergibt den Kreatingehalt. Also tiir 


17. Februar 
18. 


1932: 


1932: 


Harn I: 
ge 


. 1,27 36,83 mg, 
26,3 .1,27 = 33,4 


20. Versuch. 


abends letzte normale Mahlzeit, 
kohlenhydratfreie Diat, 











”? 
19. 1932: a im Urin Aceton nachweisbar, 
20. - 1932: keine Mahlzeit 12 Uhr Harn geleert, 13 Uhr 30 Minuten 
Harn geleert, Harn I 52cem, 15 Uhr Harn geleert, Harn II 
28 cem. 
Freies In 10eem Harn Im Gesamtharn 
Kreatinin mg iow mg- 
Harn I 24 124.8 240 100 
Harn II . 39.4 110.3 394 164 
Gesamt- In 10cem Harn Im Gesamtharn : 
Kreatinin : me mg mg-" 
Harn I. 26.5 137.8 265 100 
Harn IT . 43,75 123.5 37.5 165.9 
“ In 2cem Harn Im Gesamtharn 
Sulfate : mg-° 
mg mg 
Harn I. 3.6 93.6 189.0 100 
Harn IT . 6.05 84,2 302.5 168 
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Die Differenz zwischen freiem Kreatinin und Gesamtkreatinin, 


multipliziert mit 1,27, ergibt den Kreatingehalt. Also: tol 


te 
-1 


pt Mek Keg Harn I: 13 ~ 4,8 
II: 13,25 . 1,27 = 16,82 


16,51 mg n 


Mag es sich mit dem Einflu8 der durch Kohlen 
hydratmangel abgedinderten Zustaénde auf den 
Kreatininstotfwechsel verhalten, wie es wolle, in den 
Ausscheidungsverhaltnissen von Kreatinin und Sul 
faten im Harn andert sich nichts, so daB auch aus 
dieser Versuchsreihe hervorgeht, daB unter der Voraus- Da 
setzung, daB Kreatinin und anorganische Sulfate 
nur filtriert werden und in den gewundenen Kanal! 
chen nicht riickresorbiert, dann diese Voraussetzung Mi 
auch fii meine vierte Versuchsreihe als giiltig be 
funden worden ist. Zur besseren Ubersicht bringe 
ich noch die Mittelwerte der einzelnen Versuchs- 








; Pag du 
, reihen, wie ich sie in meinen Kurven dargestellt 
Abb. 4 habe. 
‘ 
Mittelwerte der einzelnen Versuchsreihen. 
Harn I Harn II Harn III 
1. Versuchsreihe. 
Harnmenge incem...... . 57,0 61.5 93,7 
Sulfatmenge inmg...... 117.7 110.0 108,25 
‘ Sulfatkonzentration in mg-°,, ! 231,3 178,8 126,9 
Kreatininmenge in mg . . . . 139,25 140,5 141,0 
Kreatininkonzentration in mg-°% 261,2 233,0 158,7 
2. Versuchsreihe. 
Harnmenge inecem...... 45,6 43,6 40,25 
Sulfatmenge inmg. . ae 107,8 97,8 99,75 
Sulfatkonzentration in mg-° ‘ 241,2 251,08 260,2 
Kreatininmenge in mg. . : 129.2 124.6 122.0 
Kreatininkonzentration in mg-° 288,0 312,0 312.5 
3. Versuchsreihe. 
Harnmenge in cem...... 41,7 49.3 68.3 
Sulfatmenge in mg. ..... 97,5 92,8 93,7 
Sulfatkonzentration in mg-° > 260.4 213,5 158.8 
Kreatininmenge in mg... . 133,7 134,0 141,9 
Kreatininkonzentration in mg-°,, 384,0 320.8 246.5 
4. Versuchsreihe. 
Harnmenge ineem...... 65,0 46,0 _ Mil 
Sulfatmenge in mg. . . = 145.5 134.5 - inn 
Sulfatkonzentration in mg-° — 217,5 296.0 — gel 
Kreatininmenge in mg... . 126.0 118,5 — tra 
Kreatininkonzentration in mg-% 202.5 2963 -- 
SchlieBlich habe ich noch eine Berechnung ausgefiihrt, welche sich fol 
OL 


gleichfalls auf die Annahmen der Brandt-Rehbergschen Theorie stitzt. 
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in. Bei der Annahme, daB die Sulfate in den Glomeruli filtriert, in den 
folgenden Abschnitten des uropoetischen Systems aber nicht riickresorbiert 
werden, ist die ausgeschiedene Sulfatmenge gleich der Filtrationsmenge, 
wultipliziert mit dem Sulfatprozentgehalt des Plasmas, geteilt durch 100, 





M = "P%:! 
10) 
= M Menge des ausgeschiedenen Sulfats, Sp Sulfatgehalt des Plasmas 
en 7 . . 
_ n Milligrammprozent, F Filtrationsmenge, also: 
ul Sno VU 100 
us ™ F 
- Da VW und F bekannt sind, kénnen wir einsetzen. Fiir Versuch 10, Harn [, 
ite z. B. ist M 94.864 mg, F 10310, also Sulfatgehalt des Plasmas in 
al ' 94,864 .100 9486.4 
ng Milligrammprozent SP vo 10310 io3lo 0.9201 ma. 
- 
ge Diese Berechnungen sind fiir jeden Versuch in analoger Weise 
n durchgefiihrt und in der folgenden Tabelle iibersichtlich dargestellt. 
Ht 
Filtrationsmenge ir 
? Riickresorbierte Sulfate im Blute 
Versuch ll, std 1 Min Plasmamenge at 
cem eem cem mg- 
20 13 863 154 13 811 0.6752 
19 14 297 158.9 14219 1,399 
18 13 863 154 13811 0.8065 
17 15 300 170 15 232 0.5556 
16 12 350 137,2 12 324 0.6316 
15 15498 172.2 15 462 0.7286 
14 15 554 172.7 15 526 0.6048 
13 16 863 187.3 16817 0.6547 
12 15 598 173.3 15 562 0.6558 
11 14474 164.1 14 736 0.5672 
10 10 310 114.5 10 278 0.9201 
9 16 550 183.8 16 492 0.6779 
s 16 800 186.6 16 744 0.8482 
5 13 200 146.6 13 156 0.8083 
4 15 642 173.8 15 598 0.6241 
3 1560) 173.3 15 548 0.6043 
2 17 107 190.0 17 919 0.5797 
l 13 688 152 13 644 1,323 
In 2 Std 
7 20 997 175 20 907 0.5458 
In 7!), Std. 
6 15 512 148.1 15 456 0.9955 
Uberblickt man die auf den genannten Voraussetzungen ermittelten 
Milligrammprozente Sulfate im Blute, so liegen die gefundenen Werte 
innerhalb der Grenzen jener Werte, welche in der Literatur fiir den Sulfat- 
gehalt des Blutes angegeben werden. Demmnach ergibt auch diese Be- 
trachtungsweise eine Stiitze der Rehbergschen Annahmen. 
i ZusammengefaBt ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit der nach- 
zt. folgende: 
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1. Es wurde am Menschen die Kreatinin- und Sulfatausscheidung 
unter verschiedenen Bedingungen bestimmt, um zu ermitteln, ob dic 
Vorstellungen der Brandt-Rehbergschen Theorie in solchen Versuchen 
sich als zutreffend erweisen wiirden. 

2. Das war in der Tat der Fall, indem in allen noch so mannigfach 
variierten Versuchen die Kreatinin- und Sulfatausscheidung durchaus 
parallel verlief, was nach Brandt- Rehberg der Fall sein muB, wenn beide 
Stoffe nur im Glomerulus filtriert und in den gewundenen Kanilchen 
nicht riickresorbiert werden. 

3. Wenn aus dem Harn auf Grund der Brandt-Rehbergschen 
Theorie dic Sulfatmenge im Blute errechnet wurde, so gelangte man zu 
Werten, die mit den in der Literatur fiir den Sulfatgehalt des Blutes 
angegebenen iibereinstimmen. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber den Einflub 
yon Thymocrescin und Lymphdriisenextrakten auf das Wachstum. 


Von 


Paul Réthlisberger. 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.} 


(Eingegangen am 6, Juli 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In einer Reihe von vorausgehenden Arbeiten des Berner physiologi- 
schen Instituts wurde der wachstumsférdernde EinfluB des Thymo- 
crescins nachgewiesen. Da nun die Thymus zu den lymphatischen 
Organen gehért, konnte daran gedacht werden, daB die Wachstums- 
forderung allgemein den richtig hergestellten Stoffen aus lymphatischen 
Organen zukommt. Es liegen sogar Anhaltspunkte dafiir vor, welche 
diesen Gedanken zum mindesten als priifungswert erscheinen lassen. 
Erstens finden sich nach Carrel in den Leucocyten Trephone, zweitens 
haben in neuerer Zeit Nitschke und seine Mitarbeiter! mitgeteilt, daB sie 
aus Lymphdriisen und aus der Milz Stoffe hergestellt haben, denen sie 
Hormoncharakter zuschreiben und welche einen EinfluB auf den 
Phosphor- und Calciumspiegel des Blutes haben. 


Ich habe, auf Anregung von Professor Asher, mich der Aufgabe 
unterzogen, in der gleichen Weise wie aug der Dhymys dap Ashersche 
Thymocrescin dargestellt wird, auch aus Lyithphdriisen einen Stoff zu 
bereiten und die Wirkung von Thymocrescin und des aus Lymphdriisen 
gewonnenen Stoffes auf ihren wachstumsférdernden EinfluB an Ratten 
zu prifen. Hierzu habe ich mich der nachfolgenden Methode bedient. 


! A. Nitschke, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 65, 637-650, 1929; 
65, 651—654, 1929. 
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Methodik. 
Herstellung des Lymphdriisenextraktes. 
a) Extraktion mit Aceton. 
34 Liege A 44.8" . _— r ‘ 

- Darmlymphdrusen, in ganz frischem Zustande aus dem Schlachthot 
gebracht, werden von Fett und Adnexen befreit und dann in einer Hack- 
maschine zerkleinert. Die dunkle, breiige Masse wird mit der dreifachen 
Menge chemisch reinen Acetons iibergossen und dann wihrend 72 Stunden 
im Kiihlschrank extrahiert. Nachher wird das Aceton durch ein Leinentuch 
ausgepreBt und der Riickstand an der Warme getrocknet. Ich habe dazu 
einen elektrischen Strahler verwendet. 


b) Extraktion mit Ather. 
Die Lymphdriisen werden wahrend 6 bis 7 Stunden ununterbrochen 
im Atherextraktionsapparat extrahiert. 
Der Ather lést Fette und atherlésliche Vitamine. 


c) Wasserextraktion. 

Durch Trocknen an der Warme wird aller Ather entfernt. Der Riickstand, 
mit Aqua dest. in einem Mérser zu einem diinnen Brei verrieben, wird in 
der Kalte wihrend 4 Tagen extrahiert. Darauf wird filtriert und der Wasser- 
extrakt mit etwas Séure (Essigséiure 2°. ig.) versetzt, zwecks Ausfallung 
der EiweiBe. Nun wird in einem noch zu beschreibenden Trockenapparat 
bei niedrigen Temperaturen eingeengt. Ich lieB so lange verdampfen, bis 
ich eine schwer flieBende breiige Masse erhielt, die ich noch gerade aus dem 
Kolben entfernen konnte. In einem Thermostaten trieb ich die Einengung 
noch weiter, bis die Substanz eine zihe Konsistenz hatte. Sie war von 
brauner Farbe und hatte einen eigentiimlichen caramelartigen Geruch. 
Dies war die zur Injektion bestimmte Substanz. 

Einengungsapparat. Die Apparatur, die ich verwendete, haben Ernst 
Jantzen und Hans Schmalfuss in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 
Abt. V, 8. 1523, beschrieben. 

Ich zitiere nur den Betrieb des Apparates: 

,,Betrieb. Zunichst wird der Apparat zusammengesetzt und auf die 
Dichtigkeit hin gepriift. Dann werden drei Hande voll feingestoBenen 
Eises in den Unterteil des Exsikkators gebracht. Der ganze Oberteil wird 
ebenfells mit zerkleinertem Eis gefiillt. Hierbei setzt man den Exsikkator 
mehrmels fest auf den Tisch, um das Eis méglichst dicht zu packen. Nun 
wird der Claisen-Kolben zu zwei Dritteln mit Eindampfgut gefiillt. Dann 
schlieBt man den Hahn im Deckel des Exsikkators und stellt die Pumpe 
an. Darauf 6ffnet man den Hahn so langsam, daf8 die Fliissigkeit nicht 
iiberkocht. In dem MaBe, wie die eigene Wairme des Eindampfgutes ver- 
braucht wird und das Sieden nachléBt, wird mit einem Wasserbad nach- 
geheizt. 

Man heizt richtig, wenn weder der Kolben auBen vereist, noch Ein- 
dampfgut tiberkocht.** 

Stotzer' hat in seiner Arbeit die Apparatur abgebildet. 

Injektionsmethodik. Es wurden zwei Versuche durchgefiihrt. Beide 
Male verwendete ich drei Tiergruppen; die erste wurde mit dem Lymph- 
driisenextrakt injiziert, die zweite mit Thymocrescin. Die dritte Gruppe 


1 P. Stotzer, diese Zeitschr. 234, 1, 1931. 
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liente zur Kontrolle und erhielt das gleiche Quantum physiologischer 
Kochsalzlésung injiziert. 

Die Injektionen wurden taglich ausgefiihrt. 

Die Nahrung war fiir alle Tiere gleich, némlich stark verdiinnte Milch 
ind Brot. Die Tiere waren in drei Kafigen untergebracht, jede Gruppe in 
einem besonderen. 

Experimenteller Teil. 

Meine Arbeit umfaBt zwei Versuchsreihen. Die Ergebnisse der ersten 
Reihe bringe ich nachfolgend in Tabellen I und II, deren Bedeutung aus 
den Uberschriften hervorgeht. In Tabelle LIT bringe ich die Ergebnisse 
umgerechnet auf das Ausgangsgewicht der Kontrolltiere, weil durch dieses 























Abb. 2. 


Verfahren, wie friiher auseinandergesetzt wurde, das Wesentliche der Er- 
gebnisse klarer zum Vorschein kommt. In den vorstehenden Abb. 1 und 2 
gebe ich eine graphische Darstellung der in dieser Versuchsreihe erhaltenen 
Ergebnisse. 
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Tabelle I. 
1. bis 31. Oktober 1931. Gewicht der Tiere in Gramm. 





Datum Lymphdriisen Thymocrescin Kontrolle 
1931 I Il it I II Il I II il 
;. ae 67 67 60 65 68 56 68 76 64 
3. X. 62 65 58 65 70 58 69 76 66 
5. X. 68 69 64 66 67 67 77 84 66 
7. X. 74 76 73 67 73 70 79 86 68 
9. X. 80 83 81 76 79 78 86 95 78 
12. X. 86 87 588 86 89 84 86 96 $4 
15. X. 92 90 94 98 97 97 87 102 93 
ny. Xs. 99 103 104 99 97 107 92 112 95 
20. X. 100 102 107 107 105 110 90 114 100 
22. X. 104 107 112 114 109 124 95 120 101 
24. X. 99 102 109 119 111 130 89 125 102 
28. X. 106 109 118 125 117 136 78 137 108 
31. X. 114 116 122 139 128 144 78 142 114 


Tabelle II. 


In dieser Tabelle habe ich die Gewichte der einzelnen Tiere addiert und die 


Summe jeder Gruppe notiert. 





Lymph- ,, : . Lymph- , , : 
Datum deen Thymocrescin Kontrolle | Datum deacon Thymocrescin Kontrol 





1931 g g g 1931 rt g g 
oe ae 194 189 208 ~ > 4 306 303 299 
i 185 193 211 20. X. 309 322 304 
5. X. 201 200 227 22. X.|| 323 347 316 
7. X. | 228 210 233 24.X. 310 360 316 
eS x 244 233 259 28. X. 333 378 323 
12.X. 261 259 266 31. X. || 352 411 334 
16. X.|| 276 292 282 


Tabelle III. 


Tabelle III zeigt die Gewichte séimtlicher Tiergruppen auf das Ausgangs- 





: gewicht der Kontrolltiere gebracht. 
Lymph-| ,,. ? . Lymph- ,.. : 

Datum riisen | Thymocrescin Kontrolle | Datum = gyijgen Thymocrescin  Kontrolle 
1931 g g g 1931 g 4 £ 
1. X.|| 208 208 208 17.X. | 320 322 299 
3. X.}| 199 212 211 20. X. || 323 341 304 
5. X.}| 215 219 227 22.X. 337 366 316 
7X.) 237 229 233 24. xX. 324 379 316 
9.X. | 258 252 259 28. X. 347 397 323 
12. X.|| 275 278 266 31. X. 366 430 334 
15. X. || 290 all 282 





Mit groBer Deutlichkeit zeigt sich, daB das Wachstum der mit Thymo- 
crescin behandelten Tiere bei weiter das beste ist. Vielleicht tritt am 
pragnantesten dieses Ergebnis aus der Kenntnisnahme der addierten Gesamt- 
gewichte der einzelnen Gruppen am Ende des Versuchs hervor. Die Kontroll- 
tiere erreichten am 31. Oktober 1931 ein Gesamtgewicht von 334 g, die mit 
Lymphdriisenextrakt, der auf gleiche Art gewonnen wurde wie das Thymo- 
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crescin, behandelten Tiere hatten an diesem Tage ein Gewicht von 352 ¢ 
erreicht. Die mit Thymocrescin behandelten Tiere aber besaBen am gleichen 
lage ein Gewicht von 411 g, demnach war die prozentische Erhéhung 
19,8%, rund 20°. 

Wenn man die Gewichte simtlicher Tiere auf das Ausgangsgewicht 
der Kontrolltiere gebracht hat, so tritt das Ergebnis ebenso klar zutage, 
indem die Kontrolltiere ein Gewicht von 354 g, die mit Lymphdriisenstoff 
hbehandelten Tiere 366 g, die mit Thymocrescin behandelten Tiere jedoch 
ein Gewicht von 430g erreicht hatten. Es verhalten sich demnach die 
Kontrolltiere und die mit Lymphdriisenextrakt behandelten Tiere an- 
nihernd gleich. Thymocrescin hat eine wachstumsférdernde Wirkung, 
welche der auf gleiche Weise hergestellte Stoff aus der Lymphdriise 
nicht hat. 

Um sicher zu gehen, habe ich noch eine zweite Versuchsreihe angestellt, 
welche sich tiber die Zeit vom 31. Oktober bis 21. November 1931 erstreckt. 
Die Ergebnisse der Versuche dieser Reihe bringe ich nachfolgend in Ta- 
bellen IV, V und VI, welche in gleicher Weise angeordnet sind, wie die 
Tabellen der vorausgehenden Reihe. Ferner stelle ich zur besseren Uber- 
sicht die Ergebnisse in Abb. 3 und 4 dar. 
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Abb. 3. Abh. 4 
Tabelle IV. 
31. Oktober bis 25. November 1931. Gewicht der Tiere in Gramm. 





Thymocrescin 


Datam 


Lympbdriisen 


Kontrolle 


1931 I ll Il I il Il I I il 
or: X. 71 66 67 68 59 69 70 64 74 
3. XL. 81 78 77 S4 75 87 80 75 SS 
5. XL. 91 87 87 89 84 101 81 85 95 
‘ee 4 8 92 91 92 95 8S 106 89 82 49 
10. XL. 99 95 92 104 99 120 100 91 110 
12. XI. 99 97 96 104 101 122 YS 90 107 
14. XT. 106 104 111 115 102 127 101 98 114 
16. XI. 108 108 111 116 198 128 105 100 120 
18. XI. 110 114 109 112 110 132 106 102 126 
21. XI. 117 123 120 120 116 142 114 112 138 
25. XI. 121 127 124 124 120 146 119 114 140 





! 
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Tabelle V. 





Datum a Thymocrescin Kontrolle | Datum —_ Thymocresein Kontrolle 
1931 g 4 Zz 1931 £ g £ 
31. X. 204 196 208 14.XI. 321 B44 313 
3. XI 236 246 243 16.X0. 327 352 325 
5. X1./| 266 274 261 18. XI. 333 354 334 
7.31.) 275 289 270 21.X1. 360 378 364 
10.XI. 286 323 391 25. X1.; 372 390 373 

12.XI. 292 327 295 





Tabelle VI. 


Alle Werte auf den Ausgangswert der Kontrolitiere gebracht. 








Datum ym Thymocresein Kontrolle | Datum ——_ Thymoerescin Kontr 
1931 £ g g 1931 zg £ g 
31. X. 208 208 298 14.XT. 325 356 313 
3. XI. 240 258 243 16.X1I. 331 364 325 
5. XI. 269 286 261 18.XI. 337 366 334 
7. mL; Bee 301 270 21.X1. 364 390 364 
10.XI. 290 335 301 25. XI.! 376 402 373 

12. XI); 296 339 295 


Aus den Protokollen und aus den graphischen Darstellungen geht 


hervor, daB das Resultat genau das gleiche ist wie dasjenige der voraus- 
gehenden Reihe. Die mit Lymphdriisenstoff behandelten Ratten haben 


praktisch das gleiche Wachsturmm wie die Kontrolltiere. Hingegen ist von 
Anfang an, unter dem Einflu8 von Thymocrescin, ein starkeres Wachstun 
der betreffenden Ratten erkennbar. Die Kontrolltiere hatten insgesamt 


am Ende des Versuchs ein Gewicht von 373 g erreicht. Die mit Lymph- 
driisenstoff injizierten Tiere besaBen am gleichen Tage ein Gewicht von 


376 g. Hingegen hatten die mit Thymocrescin behandelten Tiere ein Gewicht 
von 402 ¢ erreicht. demnach eine Steigerung von 7”, (genau 7,33”). 
Durch die vorliegenden Versuche glaube ich den Beweis geliefert zu 


haben, da8B Thymocrescin im Vergleich zu den Stoffen, die auf gleiche 


Weise aus Lymphdriisen gewonnen werden, einen durchaus spezifischer 


Einflu8 auf das Wachstum besitzt. Diese Tatsache spricht viel eher zu- 


gunsten eines hormonalen Charakters des Thymocrescins als die Unter 
suchungen der Freiburger Forscher fiir einen gleichen hormonalen Einflul 
von Thymus- und Lymphdriisenstoffe. 


Zusammenge fat ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit der folgende: 
1. Es wurde auf Lymphdriisen dieselbe Methode angewandt, wie 
sie benutzt wird, um aus Thymus Thymocrescin herzustellen, um die 
beiden gewonnenen Stoffe auf ihre wachstumsférdernde Wirkung an 


Ratten zu untersuchen. 

2. Es ergab sich, daB ausschlieBlich dem Thymocrescin ein wachs- 
tumsférdernder Einflu8 zukommt, nicht aber dem aus Lymphdriise: 
gewonnenen Stoff. 
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Eine jodometrische Methode 
zur Bestimmung von einigen Purinen und ihren Abkémmilingen. 


Von 
M. 7. Grynberg. 


Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 6. Juli 1932.) 

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen iiber die Bindung 
der Biokolloide, die im hiesigen Institut ausgefiihrt werden!, versuchte 
man, die Nucleosidkonzentration der Lésung zu bestimmen, indem man 
die durch Hydrolyse in Freiheit gesetzte Ribose nach Willstdtter und 
Schudel* feststellte. 

Wenn wir beachten, daB der Verbrauch von | Mol J, einem Molekil 
tibose entspricht, ist der Verbrauch von 1 cem n/10 J gleich 7,504 mg 
Ribose. Die Versuche, welche mit verschiedenen Adenosinmengen 
ausgefiihrt wurden, gaben, wie aus Tabelle I hervorgeht, ein befriedigendes 
Resultat. Auch die Ergebnisse, die mit Adenylphosphorsaure erhalten 
wurden, sind ziemlich gut. Sowohl Adenosin wie Adenylsdure zeigten 
vor der Hydrolyse keinen Jodverbrauch. Doch die Versuche, welche 


Tabelle I. 





(Aus N Menge der ‘ . 
oder P, 0 enstandenen Verbrauch von n/10J in cem Fel 
berechnet) Ribose a 
mg mg * berechnet * beobachtet 
19,0 5.57 0,742 0.75 +19 
Adenosin 20,0 11,14 1.456 1.59 + 19 
| 30,0 16,70 2,226 2,20 -1.2 
20,9 S.b4 1,152 1,18 + 2.6 
\denvisa 30,0 12,97 1,728 1,75 +14 
Adenyisaure - | 40.0 17.29 2 305 2.30 =) 
50.0 21.61 2.886 2.85 13 


*1leem n10J entspricht 7,5004 mg Ribose 


1 v. Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. (VII. Teil), im Druck. 
2 Ber. d. chem. Ges. 51, 780, 1928. 
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mit hydrolysiertem Guanosin, Guanyl- und Xanthylsiure aus fiihr: 
wurden, zeigten einen gréBeren Jodverbrauch, als der in Freiheit ge- 
setzten Ribose entsprechen sollte. Es wurde also angenommen, dat; 
Hypojodit nicht nur die Ribose, sondern auch die freien Purine (Guanin 
und Xanthin) oxydiert. Sowohl Guanin als auch Xanthin und Harn 
siure verbrauchten einen Teil des entstandenen Hypojodits in Mengen, 
die proportional zur Purinkonzentration in der Lésung sind (Tabelle I] 


Tabelle II. 





Jodverbrauch in cem Febler 
Purin —— = ee ee 
ng berechnet * beobachtet 0 

10,0 2.63 2.65 + 0,8 

. ; 29,0 5,256 5,28 +05 
Xanthin | 30.0 7.98 8,00 + 0,02 
40.0 10,51 10,55 +04 

10,0 2,645 2,68 + 04 

‘ , | 20,0 5,29 5,35 + 1,1 
Guanin | 30.0 7.935 8,00 + 0.8 
40,0 10,58 10,55 ~~ es 

10,0 1,19 1,22 +28 

? | 20,0 2,38 2,35 — $7 
Harnsiure+ +--+ + + + 30.0 3.57 3.60 +09 
| 40.0 4.76 4,80 + 0,8 


*1ecem n/10J entspricht 3,805 mg Xanthin, 1eem n/10J entspricht 3,78 mg Guanir 
leem n/10J entspricht 8,41 mg U. 


Die Berechnung des Jodverbrauchs zeigt, daB bei Guanin- und Xanthin- 
oxydation 2 Mol J, einem Mcl Purin entsprechen. Der Jodverbrauch der 
Harnsaure ist kleiner: 1 Mol J,: 1 Mol U. Es entspricht also 1 eem n/10 J 
3,78 mg Guanin, 3,805mg Xanthin und 8,41 mg U. Die Genauigkeit der 
Methode ist gro8, wie aus den angefiihrten Zahler hervorgeht. 

Weder Adenin noch Hypoxanthin geben diese Reaktion. Die Versuche 
zeigten, daB die genauesten Resultate bei der Purinbestimmung erhalten 
werden, wenn man das Willstdtter-Schudel-Schema etwas modifiziert. 

Zu einer bestimmten Purinmenge wurde n/10 Jodlésung hinzugefiigt, 
zwei- bis dreimal mehr als der zu erwartende Jodverbrauch. Man fiigt 
dann doppelt so viel n/10 NaOH als Jod hinzu. Es wurde 10 bis 15 Minuten 
stehen gelassen, mittels 5° ,iger H,SO, angeséiuert und das iiberschiissige 
Jod mittels n/10 Thiosulfat zuriicktitriert. Da die Nucleoside diese Reaktion 
vor der Hydrolyse (mittels 5°.,iger H,SO,) nicht gaben, ist sie also vor 
Stickstoff 7 in der Puringruppe abhangig. Nach der Zersetzung der Nucleoside 
wurde das Jod durch die freien Purine und Ribose entsprechend verbraucht. 
Es ist also méglich, die freien und gebundenen Purine in einer Mischung 
zu bestimmen (Tabelle IV). 

Es wurden auch Versuche gemacht, diesen Oxydationsmechanismus 
zu erkléren. Da aber keine der Xanthinmethylderivate (Coffein, Theophyllin, 
Theobromin) diese Reaktion zeigte, konnte man keine entsprechenden 
SchluBfolgerungen ziehen. Wie schon oben gesagt, gaben Hypoxanthin 
und Adenin diese Reaktion nicht. 
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Tabelle ILI. 
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* Nach Tabelle Il] berechnet. 
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Menge der Menge der j 
ent- ent- Jodverbrauch Jod- 
standenen  standenen in ecm berechnet } a Fehle 
mg Ribose Purine ||— —— ee | oo 
(nach der | (nach der fiir fiir cht - 
Hydrolyse) Hydrolyse) | Ribose | Purine | q +b anaes 
mg mg a b ecm Ol 
10,0 5,30 5,346 0,707 | 1,415 2,12 210 —0,5 
Guanosin 20,0 10,60 10,692 1,413 2,829 4,24 430 +41,4 
| 40,0 21,20 21,384 2,826 | 5,657 | 8,48 850 +02 
: ate 20,0 8,21 8,33 1,09 | 2,20 3,29 3,25 1,3 
Guenyistare | 40,0 1642 1666 219 441 660 655 —0,7 
20,0 8,38 8,50 1,117 2,23 3,347 3,30 —1,3 
Xanthylsaure | 30,0 12,57 12,75 1,67 | 8,35 | 5,02 5.05 | + 0,6 
40,0 16,76 17,00 2.235 447 6,70 6,65 | —0,7 
Tabelle IV. 
= sete 4 Jodverbrauch 
Jodverbrauch in ccm berechnet 
fiir die . 
: nda | Fehler 
vor der nach der ae ea 
Hydrolyse Hydrolyse b—a Guenetn® 
a b ecm Olp 
10 mg Guanin + 20,0 mg 
OT Fee eee 2.70 6,95 4,25 4,24 + 0,02 
20 mg Guanin + 10,0 mg 
Guanosin . Be Sat i 5.35 7,50 2,15 2,12 +13 
\ 





Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. VIII. 
Von 
M. Z. Grynberg und St. Kisiel. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 6. Juli 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es wurden Experimente ausgefiihrt, um folgende drei Probleme 
zu lésen: 

1. Die Bindung der Harnsaure mit Gelatine, die keiner Aggregation 
unterliegt. 

2. Die Abhangigkeit der U-Bindung auf verschiedenen Oberflichen 
vom pu. 

3. Die Bindung der U auf der Oberfliche von Fetten oder Lipoiden, 
die in suspendiertem Zustand angewandt wurden. 


Methodik. 


Stets wurde die in unserem Laboratorium angewandte Methodik ge- 
braucht. Die Harnséure wurde aus Na-Urat hergestellt und mittels der 
Folin-Denis-Methode im Autenrieth-Colorimeter bestimmt. Die sonstigen 
Praparate waren Gelatine ,,Coignet-Paris“, Nizzdisches Ol der Firma, 
,,Majano, Depo et Barral-Nice“, Birkenkohle — polnisches Praéparat; alle 
anderen stammten von Merck, 


Ergebnisse. 
1. Die Bindung an Gelatinesol. 

In dem III. Teil dieser Arbeiten wurde durch v. Przylecki, Gryn- 
berg und Szrajber? nachgewiesen, daB die U in der Gelatinegallerte viel 
konzentrierter ist als in der Umgebungslésung. Ist diese Bindung 
auch in den Systemen nachweisbar, wo durch Temperaturerhéhung 
auf 37° die Aggregation verhindert ist? Die mit der Ultrafiltration bei 
pu = 7,5 und 8,0 ausgefiihrten Versuche gaben ein negatives Resultat 
(Tabelle 1). Obwohl stark konzentrierte Gelatinelésungen (5°) an- 
gewandt wurden, weiter kleine U-Konzentrationen untersucht waren 
und die Mischung vorher 24 Stunden bei 37° stehen gelassen wurde, 


1 Diese Zeitschr. 244, 190, 1932. 
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Tabelle I. 
50cem 5° ige Gelatine + 50cem 40 mg-°,ige U-Lésung 24 Stunden in 
Thermostaten bei 37°C gehalten und ultrafiltriert. Kontrolle: 50 cem 
H,O + 50cem 40 mg-°, U. 


U in der Kontrolle 





U im Filtrat 


PH 


mg-°/o mg-° |» 
7,5 20,0 19,8 
8,0 20,0 20,2 
konnte keine Bindung nachgewiesen werden. Die Kontrolle (U + H,O) 


gab dieselben Zahlen wie das Ultrafiltrat des Systems U + Gelatine. 
Diese Ergebnisse bestatigten den von uns gezogenen SchlubB, daf der 
Zustand des EiweiBes einen groBen EinfluB auf seine Bindungsfihigkeit 
ausubt, und zwar zeigen sie, daB nicht nur eine Denaturation (Hitze- 
koagulation) eine Anderung hervorruft, sondern auch die Aggregation. 
Die Art der Aggregation hervorrufenden Agenzien spielt keine Rolle. 
Nur der Dispersionszustand ist von Bedeutung. Wenn das Maximum 
der Dispersion ohne Veranderung der chemischen Eigenschaften der 
Proteine erreicht ist, gibt es zwischen EiweiB und Harnsaure keine 
Bindung mehr. Die Vereinigung der Teilchen sowohl durch Aggregation 
wie auch durch Koagulation erméglicht eine Bindung. 


2. Die Abhdngigkeit vom pu. 

Die Abhangigkeit der Bindung der Harnsiure von der H -Kon- 
zentration wurde\in den Systemen: U-koaguliertes Ovalbumin, U-koa- 
guliertes EiereiweiB und U-aktiviertes Birkenkohlepriparat nach- 
gewiesen. Die erhaltenen Resultate sind in der Abb. 1 und den Tabellen I] 
und III zusammengestelit. 
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Tabelle II. 


U-Bindung an verschiedenen EiweiBgelen. 





a aad U-Konzentration in 
Eiweif- 0 


mg-°/5 
Art des koagulierten Eiweibes ae Pu a 
" mt. MI im Filtrat 0 
1,6 7,1 20,0 17,1 14,5 
a) 1,6 7,6 20,0 16,2 19 
Ovalbumin, bei py 6,1 1.6 8,1 20,0 16,0 20 
koaguliert | 1.6 8.6 20,0 16.6 17 
1,6 10,3 20,0 19,0 5 
b) 1,6 6,8 20,0 17,6 12 
wl | 1,6 7,5 20,0 16,1 19,5 
Ovalbumin, 1 6 8 9 20 0 15 6 99 
im isoelektrischen Punkt | 16 89 90:0 172 14 
— 1,6 104 200-189 5,5 
¢) 1,6 5,8 20,0 19,0 5 
Ovalbamin, im iscelek- {|| 16 6.9 20.0 175. 125 
trischen Punkt koaguliert | 1,6 8.4 20,0 17,0 15 
und dann gereinigt 1,6 9,5 20,0 18,8 6,0 
20,0 6,6 32,0 11,2 65 
20,0 7,7 32,0 8,3 7 
pt tae , 20,0 8,0 32.0 11,3 61,5 
Kiereiweif, koaguliert 90.0 835 39 0) 183 427 
| 20,0 8,5 32,0 21,4 33,2 
20,0 9,0 32,0 21.4 33,2 


Tabelle III. 
U-Birkenkohle. Die Systeme wurden 30 Minuten geschiittelt. 
0,3 g Kohle + 50cem U-Lésung. 





U-Konzentration in mg-9/o 





PH y Sait bi. Bindung 
inderKontrolle im Filtrat 9/6 
6,54 25,0 13,6 45,7 
7,05 25,0 13,6 45,7 
7,48 25,0 13,9 44,2 
8,01 25,0 18,4 26,3 
10,06 25,0 19,1 23.5 


Das koagulierte Ovalbumin wurde auf drei verschiedene Arten zu! 
U-Bindung angewandt. 

a) 20cem 4°,iges vom Globulin getrenntes Ovalbumin (px 6,1) wurd: 
3 Minuten auf dem Wasserbad (100°) erhitzt, abgekiihlt, 5cem (Wasse: 
+ n/10 NaOH) zugesetzt, um auf verschiedenes pq zu bringen. 

b) 25cem 3,2°,iges Ovalbumin wurde mittels n HCl auf den iso 
elektrischen Punkt (pu 4.8) gebracht, dann wie oben koaguliert und nach 
dem Abkiihlen auf das gewiinschte px gebracht. 


c) Wie oben unter b) koaguliertes EiweiB wurde gereinigt. Das 
Koagulum wurde filtriert, mit der acht- bis zehnfachen Menge destillierten 
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\Vassers gewaschen und dann mittels destillierten Wassers auf das ur- 
spriingliche Volumen gebracht. 

Zu den Ovalbumingelen wurden 25cem 40 mg-°,ige U-Lésung zu- 
vesetzt. In allen drei Systemen wurde dieselbe EiweiBkonzentration (1,6 °,) 
ingewandt. Die Systeme wurden | Stunde geschiittelt, filtriert und die 


U im Filtrat bestimmt. 


Wie sich aus Abb. 1 (Tabelle II) ergibt, erhiclt man bei allen drei 
Ovalbumingelen eine flache Kurve (zwischen py 7,0 und 10,3) mit einem 
Optimum zwischen py 7,5 und 8,5 (22 bis 24°, der Bindung). Die 
Resultate der Versuche, welche mit gereinigtem Ovalbumin (c) aus- 
gefiihrt wurden, zeigen noch eine etwas kleinere Bindung (17 bis 18°,). 


Die entsprechenden Kurven der Systeme U-EiereiweiB und 
U-Birkenkohle sind ganz anders. 


Die Versuche mit dem Eiereiwei8 wurden auf folgende Weise aus- 
gefiihrt: 10 g durch Erhitzen koaguliertes EiereiweiB + 10 cem (H,O + HCl) 
40 cem 40 mg-°,ige U-Lésung wurden wie in den Versuchen mit Ov- 


albumin | Stunde geschiittelt und die U-Konzentration im Filtrat bestimmt. 


Der Prozentsatz an gebundener U stieg beim Ubergang von pu 6,6 
auf 7,6 von 65 auf 74°,. um dann schnell bei gréBerer Alkalitat auf 61,5° 
bei pu 7,98, auf 43°, bei px 8,31, und auf 33,2”°,, bei pu 8,5 abzufallen. 
Zwischen px 8,5 und 9,0 wurde keine weitere Bindungsverminderung 
nachgewiesen. 


In den Systemen Birkenkohle-U [0,3 g Kohle + 25cem (H,O 
n/l0ONaOH) + 25cem 50mg-”, ige U-Léseung, 30 Minuten geschiittelt usw. | 
konstatierten wir eine Verminderung der Bindung (Tabelle III), die zwischen 
pu 6,5 und 7,5 gering war, welche aber von px 7,5 auf 8,0 schnell noch 
geringer wurde, um dann weiter sehr langsam abzufallen. Da die Kohle 
auch die U, wie aus den Arbeiten von Zylbertal! und Truszkowski* hervor- 
geht, oxydiert, wurden einige Versuche mit dem System Kohle-U in Stick- 
stoffatmosphare ausgefiihrt (Tabelle IV). Die erhaltenen Resultate waren 
dieselben wie die in der Tabelle IIT. Die Resultate, die in der Tabelle IV 
zusammengestellt sind und in Stickstoffatmosphire erhalten wurden, 
zeigen, daB das Adsorptionsgleichgewicht nach 2 Stunden erhalten wurde. 
Es gelingt auch mittels Butylalkoho] eine teilweise Elution der adsorbierten 
Harnsaéure. 


Alle diese Resultate zeigen, daB die Bindung der U nur teilweise 
um so gréBer ist, je weniger die Saure dissoziiert ist; also auch im 
System, in welchem sie weniger léslich ist. (Zwischen py 6,5 und 7,5 
steigt die Bindung.) Es existieren auch Unterschiede, die von der 
hindenden Oberfliche abhangig sind. Besonders die mit Ovalbumin 
und EiereiweiB erhaltenen Ergebnisse zeigen, wie gro der EinfluB 


1 Zylbertal, diese Zeitschr. 236, 131, 1931. 
2 Truszkowski, Biochem. J. 24, 1349, 1930. 
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Tabelle IV. 


Das System U-Birkenkohle in Stickstoffatmosphare. px 


a4 
iso 





U-Konzentration 


L mg-"/o ) 
0,3 0,5 25,0 40,4 
0,3 0,5 25,0 27,0 
und dann mittels 
2,5cem Butylalkohol 
eluiert 
0,1 0,5 50,0 12,1 
0,1 1,0 50,0 19,0 
0,1 2,0 50,0 21,2 
0,1 4,0 50,0 21,2 


der EiweiBnatur sowie der EiweiBbindung ist. Vom _ isoelektrischen 
Punkt bis py etwa 7,5 erfolgt ein Ansteigen der Bindung, bei héheren py 
erfolgt ein Abfall. Ob hier der Ubergang vom Mono- in Bi-Urat eine 
Rolle spielt, konnte nicht entschieden werden. 


3. Die Bindung der U auf der Oberfldche von Fetten und Lipoiden. 


Es wurden mehrere Versuche ausgefiihrt, um zu priifen, ob die 
Harnsaure sich mit diesen Stoffen bindet. Die Resultate (Tabelle V) 
waren aber negativ. Obwohl wir mit verschiedenen Lipoid- und Fett- 
oberflichen arbeiteten, wurde bei pq 7,5 und 8,5 keine Bindung nach- 
gewiesen. 

Tabelle V. 
U-Lipoide und Fette. 





U-Konzentration in mg-°,, 


Adsorbens ecm Pu in der im Filtrat bzw. 
Kontrolle Wasetaghese 
| 5 7,5 40,0 39,6 
Nizzaisches Speiseél - ve ry 400 
| 20 8,5 40,0 40,2 
Speiseé] Merck | = aa ry 198 
10 7,5 40,0 39,6 
Oleinsi 20 8,5 40,0 40,2 
einsaure 10 7,5 20,0 20,0 
20 8,5 20,0 20,0 
gece 10 7,5 20,0 19,8 
ipoide - 5 8,5 20,0 20,0 
. ; 1g auf 50cem { 7,5 50,0 50,0 
Cholesterin Lésung \ 8,5 50,0 50,2 
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Zu je 30 ccm 40- und 20 mg-°,igen U-Lésungen, die mittels n/10 NaOH 
auf das gewiinschte px eingestellt waren, wurden verschiedene Mengen 
(5, 10, 20 cem) Speiseél oder Oleinséure hinzugefiigt, 2 Stunden in einem 
Teiler auf der Schiittelmaschine geschiittelt, und dann die U-Konzentration 
in der Wasserphase bestimmt. Wie aus der Tabelle V hervorgeht, ist hier 


die U-Menge dieselbe, welche in der Kontrolle nachgewiesen wurde. 


Als Lipoide diente eine Mischung von gleichen Mengen Cholesterin, 
Lecithin, Speiseél und 2°, Ovalbumin, die 1 Stunde lang geschiittelt wurde. 
5 oder 10 cem dieser Suspension wurden zu bestimmten Mengen U-Lésung 
hinzugefiigt, 2 Stunden lang geschiittelt und die U-Konzentration im Filtrat 
bestimmt. Es wurde auch ein Versuch, in welchen nur 1 g Cholesterin 
zu 50cem 50 mg-°oiger U-Lésung zugegeben wurde, ausgefiihrt. Auch 
hier wurde keine Bindung nachgewiesen. Alle diese Ergebnisse zeigen, 


daB weder die Fett- noch die Lipoidoberflachen eine U-Bindung hervorrufen. 


Wir méchten Herrn Prof. St. v. Przylecki, unter dessen Leitung diese 
Arbeit entstanden ist, unseren herzlichsten Dank aussprechen. 





Darstellung 
und enzymatische Spaltung verschiedener Amylphosphorsiuren. 


Von 


F. Freiherrn y. Falkenhausen. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem und dem 
physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1932.) 


In einer Reihe von Untersuchungen haben Neuberg und _ seine 
Mitarbeiter den Wirkungsbereich und die Spezifitaét der Phosphatase! 
gepriift. Sie haben dabei gezeigt, daB die Phosphorsiure-ester sehr 
zahlreicher organischer Hydroxylverbindungen enzymatisch gespalten 
werden und daB in bestimmten Fillen das Ferment so spezifisch auf 
die eine Komponente eines racemischen Estergemisches abgestimmt 
ist, dab sich darauf eine Methode zur gleichzeitigen biochemischen 
Gewinnung der beiden optischen Antipoden eines racemischen Alkohols 
griinden lieB?. 

Auf Veranlassung von C. Neuberg habe ich einige Phosphorsiure- 
ester synthetisch bereitet und an diesen Substraten, verschiedenen 
Amylphosphaten, Verlauf und asymmetrische Orientierung der Spaltung 
geprift. Es handelt sich um die Phosphorsdure-ester des Garungs- 
amylalkohols und des synthetisch gewonnenen 4d, |-2-Methylbuta- 
nols-(1). Die urspriingliche Absicht, die Spaltung der einzelnen optisch- 
aktiven Komponenten des letztgenannten Esterphosphats gesondert 
zu verfolgen, lieB sich wegen der schweren Zuganglichkeit der Substrate 
nicht durchfiihren. 

Ahnliche Versuche haben schon Neuberg und Jacobsohn® mit den 
Phosphorséure-estern des sekundiren n-Amylalkohols, des Methyl- 
propyl-carbinols, vorgenommen. Diese Autoren haben dargetan, dal} 
bei der Spaltung dieses Esters durch Takaphosphatase ein asymmetri- 


! Literatur siehe bei C. Neuberg u. E. Simon in Oppenheimer-Pincussen 
Die Methodik der Fermente, 8. 743ff.; sowie bei Y. Imanishi, diese Zeitschr. 
247, 407, 1932. 

2 C. Neuberg, J.Wagner u. K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 188, 227, 1927. 

3 OC. Neuberg u. K. P. Jacobsohn, ebenda 199, 498, 1928. 
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scher Effekt auftritt, derart, daB die zuerst in Freiheit gesetzten Anteile 
des Amylalkohols einen Uberschu8 an linksdrehender Komponente 
enthielten, wihrend die letzten Fraktionen dextrogyr waren. 

Die Bereitung eines einheitlichen Substrats bereitete Schwierig- 
keiten. Bei der Veresterung der aliphatischen Alkohole mit Phosphor- 
siure nach einer bekannten Methode -——- Behandeln des Alkohols mit 
Phosphorpentoxyd in atherischer Suspension — entsteht ein Gemisch 
des primaren und des sekundiren Esters. Eine Trennung laBt sich zwar 
nach Cavalier und Prost! auf Grund der verschiedenen Léslichkeit der 
Barium- sowie der Bleisalze durchfiihren, doch versagt dieses Verfahren, 
wie schon die genannten Autoren fanden, bei den Estern des Amyl- 
alkohols. Einheitlicher Mono-amyl-phosphorséure-ester soll zwar 
nach einer alten Vorschrift von Guthrie? beim Vermischen ,,gleicher 
Gewichtsteile Amyloxydhydrats und sirupésen Phosphorsiurehydrats* 
entstehen, doch stimmt seine Beschreibung des Natriumsalzes wenig 
mit dem Aussehen meines Praparats tiberein. Neuberg und Jacobsohn 
verzichteten bei ihren Versuchen deshalb auf eine Trennung des Ester- 
gemisches aus Methyl-propyl-carbinol, und ich verwendete gleichfalls 
bei den ersten Spaltungsversuchen ein Gemisch der sekundiren und 
primaren Ester. 

Spater stellte ich dann die Salze der Mono-d, |-amyl-phosphorsiure 
in reiner Form dar, wobei ich von einem Verfahren ausging, das von 
Limpricht® zur Darstellung tertiirer Phosphorsiureester eingefiihrt 
und seitdem in zahlreichen Fallen dafiir benutzt worden ist: es besteht 
in der Einwirkung von Phosphoroxychlorid auf das Natriumalkoholat. 
Die Hoffnung, daB beim Eintropfen einer, Suspension des Alkoholats 
in Toluol unter Riihren in einen UberschuB an POC, in Toluol, eben 
wegen des stindig vorhandenen Uberschusses an Oxychlorid, nur der 
primaire Ester entstehen wiirde, erfiillte sich zwar nicht, aber aus den 
Xeaktionsprodukten in der Toluollésung lieB sich durch Ausziehen mit 
Alkali ohne Schwierigkeiten das Natriumsalz der Mono-d, l-amyl- 
phosphorsdure in analysenreiner Form gewinnen, wahrend aus der 
Toluollésung das Tri-d, l-amylphosphat isoliert wurde. Ob ein Derivat 
der zweifach veresterten Phosphorsaure vielleicht in Form des neutralen 
Pyrophosphorsiéureesters vorlag, oder ob sich die Cl-Verbindungen des 
Mono- und Di-esters in ihrer Spaltbarkeit durch Alkali so stark unter- 
scheiden, daB dadurch die quantitative Trennung moéglich wurde, habe 
ich nicht na&her gepriift. 

Die Spaltungsversuche verliefen mit dem Estergemisch und dem 
einheitlichen primaren Ester durchaus gleichartig; wie alle bisher 


1 J. Cavalier u. E. Prost, Bl. [3] 28, 678, 1900. 
2 F. Guthrie, A. 99, 57, 1856. 
3-H. Limpricht, A. 184, 347, 1865. 
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gepriften aliphatischen Phosphorsiure-ester!, die noch Saurefunktion —_ 
besitzen, wurden auch die sauren d, ]-2-Methylbutanol-(1)-phosphorsaure- er 
ester von Takaphosphatase rasch und vollstindig zerlegt, waihrend 
der neutrale Tri-d, l-Amyl-phosphorsdure-ester — gleichfalls im Ein- 
klange mit vorliegenden Erfahrungen? — davon nicht angegriffen wird. = 

In stereochemischer Hinsicht ergab sich, daB die natiirlich vor- 
kommende linksdrehende Komponente etwas schneller in Freiheit 
gesetzt wird als ihr Antipode, so daB die zunichst abgespaltenen 


Sat 


Z 
Amylalkoholfraktionen eine geringfiigige Linksdrehung zeigen, die mit Na 
der Zeit dann in eine Rechtsdrehung umschlagt. Wie schon friiher er- . 


wahnt wurde, ist aber der asymmetrische Effekt bei der Spaltung des 
Esters zu gering, um fiir eine praparative Darstellung der Antipoden 
Aussichten zu _ bieten. 

Die Untersuchung des Derivates des Gairungsamylalkohols ergab, Ne 
daB der Phosphorsaiureester des Isoamylalkohols kaum schneller ge- P 
spalten wird als der des d- Amylalkohols. 


Versuche,. An 


Spaltung des Phosphorsdure-ester-gemisches aus Gadrungsamylalkohol. 





Der Géarungsamylalkohol mit einer Drehung von — 1,02° (/ = 1) 
wurde genau nach der von Neuberg und Jacobsohn (1. c.) fiir die Darstellung 
von Methyl-propyl-carbinol-phosphorséure gegebenen Vorschrift mit P,O, aul 
behandelt. Die schlieBlich erhaltene Lésung von Esterkaliumsalz enthielt 
in 1 cem 27,66 mg Gesamt-P und 0,66 mg anorganischen Phosphor. Durch | un 
Fallung mit BaCl, wurde daraus ein Bariumsalz mit 34,63°, Ba gewonnen, Au 
wahrend sich fiir C;H,,PO,Ba 45,2°, und fiir [(C;H,),PO,4)},Ba 22,.45°,, Ku 
Ba _ berechnen. gal 
Ansatze. | die 
* 1.20 ecm 2°, iger’ Takaphosphataselésung, bre 
» der oben erwahnten Esterkaliumsalzlésung von 27,66 mg Dr 
Gesamt-P pro Kubikzentimeter, 2 
16 ~,, Wasser, Ar 
0,2. ,,  Toluol. Qn 
2. 20 cem 2% iger Takaphosphataselésung, ae 
20 ~=~,, Wasser, ba 
0,2. ,,  Toluol. 
3. 4 ccm Esterkaliumsalzlésung, 
36 =, += Wasser, 
0,2. ,,  Toluol. Ta 
wa 
Die Ansaitze wurden bei 37° aufbewahrt und von Zeit zu Zeit die Menge 2] 
abgespaltenen anorganischen Phosphors colorimetrisch bestimmt. Dabei es 
Bora es Sp 


1 Uber die enzymatische Spaltbarkeit der Diaéthylphosphorsaure gehen 
allerdings die Meinungen auseinander, siehe R. H. A. Plimmer, Biochem. J. 
7, 43, 1912; K. Asakawa, J. Biochem. 11, 143, 1929. 

2 C. Neuberg u. J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926; C. Neuberg =u 
u. K. P. Jacobsohn, a. a. O. Bi 
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sind die Bestimmungen in der Kontrolle mit Estersalz allein verhaltnis- 
maBig ungenau, weil die in saurer Lésung sich ausscheidende freie Ester- 
siure die Messung der Farbintensitat stort. 


Tabelle J. 





1 2 3 





Abgespaltener anorganischer Phosphor in mg/cem 


Pa ns. 8 ws 0,384 0,32 0,04 
Nach $4/,Std. ..... 0,787 0,35 0,06 
oe ee ae gS ie 0,936 0,34 ~~ 
cr ee a pte Se 1,068 0,33 0,06 
» sole » ink tees 2,30 0,35 0,06 
» 455/, » i SAhiee 2,74 0,37 0,04 


Nach 2 Tagen waren, nach Abzug des P-Gehalts der Takakontrolle 
2.37 mg/eem P aus organischer Bindung abgespalten. Da _ insgesamt 
2,70 mg/eem organischer P in der Lésung vorhanden waren, war der Ester 
also zu 86,5°, gespalten. 
Zur Gewinnung des abgespaltenen Amylalkohols wurde folgender 

Ansatz gemacht: 

170 cem der Lésung der Kaliumsalze des Estergemisches, 

15g Takaphosphatase, 

2¢ krist. Natriumacetat 

auf 1500 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 


Die Lésung enthielt zu Beginn 4,59 g organisch gebundenen Phosphor 
und 0,395 mg anorganischen Phosphor pro Kubikzentimeter. Nach 8 stiindiger 
Aufbewahrung bei 37° enthielt die Lésung 1,206 mg anorganischen P pro 
Kubikzentimeter, es waren also pro Kubikzentimeter 0,810 mg oder im 
ganzen 1,215 g P aus orzanischer in anorganische Bindung iibergegangen. In 
diesem Moment, wo dié Hydrolyse 29°, betrug, wurde die Spaltung unter- 
brochen und der Amylalkohol aus der Lésung abgeschieden, indem zwei 
Drittel des Volumens der Fliissigkeit abdestilliert wurden. Vom Destillat 
wurden wieder zwei Drittel iibergetrieben und so fort, bis der gesamte 
Amylalkohol zu einem Volumen von etwa 20ccm einkonzentriert war. 
Er wurde dann mit K,CO, ausgesalzen, nach Messung seiner Menge mit 
einer Kapillare abgehoben, iiber Na,SO, getrocknet und fraktioniert. Von 
der Fraktion, die zwischen 125 und 130° iiberging, wurde die Drehung 
bestimmt. 

Ausbeute etwa 8 ccm; Kp. 127 bis 129°; t= 0,95° (1 1). 

Der Riickstand von der ersten Destillation wurde mit 10g frischer 
Takaphosphatase versetzt und auf | Liter aufgefiillt. In 1 cem der Lésung 
waren jetzt 2,15 mg anorganischer P pro Kubikzentimeter enthalten. Nach 
21 Stunden wurden in der Lésung 3,03 mg/ccm anorganischer P ermitteit, 
es waren also 0,88 g P neu oder insgesamt 46°, gespalten worden. Die 
Spaltung wurde unterbrochen und der Amylalkohol wie oben gewonnen. 

Ausbeute 2,8 cem; Kp. 127 bis 130°; t= 1,00° (1 = 1). 

Der Destillationsriickstand wurde wieder mit 10g Takaphosphatase 
zu 1 Liter gelést. Die Fliissigkeit enthielt jetzt noch 2,49 g P in organischer 
Bindung und 3,35mg anorganischen P pro Kubikzentimeter. Nach 
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45 Stunden wurde wie oben aufgearbeitet, nachdem der Gehalt der Lésung 
an anorganischem Phosphor zu 3,97 mg/cem ermittelt worden war. Es 
waren also neuerdings 0,62 g oder im ganzen 60°, des organisch gebundenen 
P abgespalten. 

Ausbeute Leem; Kp. 127 bis 130°; «,, 1,05°. 

Da die Zerlegung, wahrscheinlich wegen der Anhéiufung von Phosphat 
in der Lésung, zu triage verlief, wurde auf eine Spaltung des restlichen 
Esters verzichtet. 

Die Ausbeuten an Amylalkohol, die natiirlich nur angeniherte Wert« 
darstellen, sind bezogen auf den gleichzeitig abgespaltenen Phosphor 
zu Beginn des Versuchs héher als gegen Ende; das spricht dafiir, dai 
zu Beginn vorwiegend der sekundare Ester gespalten wird. 


Spaltung des Mono- und Di-d, l-amylphosphorsauren Kaliums. 


Das sek. Butyl-carbinol wurde wie friiher’ nach der Methode von 
Freundler und Damond*® dargestellt. Die Veresterung erfolgte wie beim 
Garungsamylalkohol, nur wurde das Kaliumsalzgemisch isoliert. 

Es wurden folgende Lésungen hergestellt : 

Lésung A: 4 g Takaphosphatase in 200 cem Wasser, 
" B: 6,48 g Kalium-d, l-amyl-phosphat in 100 cem Wasser 


Pufferlésung von pr = 5 aus m/5 Essigsiure und m/5 Natriumacetat, 


mn » pu = 8,1 aus m/20 Borax und n/10 Salzséure, 
a » pu = 89 aus n/10 Natronlauge und n/10 Borsaure. 


Die Zusammensetzung der Ansétze und der Verlauf der Spaltung 
ergibt sich aus Tabelle II. Sie lehrt, da der Ester bei saurer oder neutraler 
Reaktion durch Takadiastase in 2 Tagen vollstandig zerlegt wird, wahrend 
in schwach alkalischer Lésung, wenigstens in Gegenwart von Borationen*, 
nur eine geringfiigige Spaltung eintritt*. 

Der Verlauf der Spaltung in stereochemischer Hinsicht wurde in einem 
groBeren Ansatz untersucht: 

33,128 g Kaliumsalz des Estergemisches, 

15 g Takaphosphatase, 
1900 g Wasser 
wurden bei 37° aufbewahrt. Die Lésung enthielt zu Beginn 3,97 g P in 
organischer Bindung und 0,33 mg anorganischen P pro Kubikzentimeter. 
Nach 6'/, Stunden war der Gehalt an anorganischem P auf 0,84 mg/ecm 
gestiegen; es war also etwa ein Viertel des organisch gebundenen Phosphors, 
0,97 g, abgespalten worden. Die Lésung wurde wie friiher aufgearbeitet. 
Das erhaltene Methyl-athyl-carbin-carbinol besaB eine Drehung 

a, = — 0,38° (I = 1). 

! Siehe F. Frhr. v. Falkenhausen, diese Zeitschr. 242, 475, 1931. 

2 P. Freundler u. E. Damond, C. r. 141, 830, 1905; Bl. [3] 35, 110, 1096. 

3 Nach den Befunden von C. Hommerberg, allerdings mit tierische: 
Phosphatase, sollte eine Hemmung durch Borat nur in den ersten Stadien 
der Spaltung auftreten. H. 185, 123, 1929; s. auch H. Erdtman, ebenda 
172, 182, 1927. 

* Nach K. Asakawa (J. Biochem. 11, 143, 1929) liegt das puH-Optimum 
der Takaphosphatase gegen Monoalkylphosphorsaureester bei 3,1. 
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Tabelle Il. 
Zu allen Ansitzen 0,5 ccm Toluol 
1 2 3 4 5 6 
20cem A 20cem A 10cem B 20cem A 20ccem A l0ecem B 
Ansatz ”., B 1 , H,0% , H,0°;10 , B 20, H,0 30 , H,O 
. 5 H,0 10, HO si 
5cem Puffer Py = 5 
Gehalt an anorganischem Phosphor in mgicem 
Zu Beginn 0,45 0,36 etwa 0,02 0,38 0,35 etwa 0,02 
Nach 3%), Std. 0,98 0,37 -- 0,72 0,37 
aa 1,29 0,36 ~ 0,98 0,36 
23a» 2,25 0,39 < 0,02 2,15 0,38 < 0,02 
” 481/, ” —_- “—_ —_ - - 
Vorh. Ges.-P 2,30 — — 2,30 
7 8 9 10 11 12 
20cem A = W2WeemA 10cem B 2ceemA 22WeemA locem B 
Ansatz 10, B |10 , H,O 2 , HO); 10, B '10, HO 2 , H,O 
~ 10 cem Puffer pu=8.l ee 10 eem Putter pa = 8,9 
Gehalt an anorganischem Phosphor in mg/cem 
Zu Beginn 0,37 0,35 etwa 0,02 0,36 0,34 etwa 0,02 
Nach 38%), Std. 0,36 0,34 — 0,37, 0,35 — 
hs er 0,37 0,34 _ 0,37, 0,35 — 
» oils » 0,46 0,38 < 0,02 0,46 0,36 < 0,02 
_ oh. 0,58 0,39 — | 0,55 0,38 - 
Vorh. Ges.-P 2,30 _ - 2,30 - -- 


Der Destillationsriickstand wurde mit 10g frischer Takaphosphatase 
auf 1000 cem aufgefiillt. Der Gehalt an anorganischem Phosphat betrug 
zu Beginn 1,88 mg/cem, nach 7 Stunden 2,75 mg/eem. Es waren also 
0,87 g P (= im ganzen 46°.) abgespalten worden. Die Ausbeute an 2-Methyl- 
butanol-(1) betrug 3,2 cem, die Drehung war <,, 0,22° (l 1). 

Der Destillationsriickstand wurde mit 5g frischer Takaphosphatase 
auf 500 cem aufgefiillt und 4 Tage bei 37° aufbewahrt. Dann war der Gehalt 
an anorganischem P von 5,9 mg/cem zu Beginn auf 8,0 mg/ecm gestiegen, 
es waren also neuerdings 1,05 g Phosphor oder insgesamt 73", aus organischer 
Bindung abgespalten. Es wurden nach der Aufarbeitung 3,4 ccm Amyl- 
alkohol gewonnen mit einer Drehung «,, + 0,089 (1 1). 

Auch diesmal wurde auf die Spaltung der letzten Esterfraktion, ent- 
sprechend 1,08 g organisch gebundenem Phosphor, verzichtet.  Fiir den 
darin enthaltenen Amylalkohol ergibt sich eine Drehung von - 0,4°. 

Darstellung der Mono-d, l-amyl-phosphorsdure. 

In 25g Na-Staub unter Toluol werden unter Riihren 75cem d. |- 
2-Methyl-butanol-(1) eingetropft. Da die letzten Reste Natrium sich nur 
langsam umsetzen, wurde noch einige Stunden auf dem Wasserbad 
erwirmt. Die so erhaltene Suspension von Natriumamylat in Toluol wurde 
in 62 g Phosphoroxychlorid in Toluol getropft. Nach kurzem Stehen wurde 
auf Eis gegossen und unter starkem Riihren zunachst mit Natronlauge, 
dann mit Soda gegen Phenolphthalein neutralisiert. Die Toluolschicht 
wurde abgetrennt. Aus der wasserigen Phase schied sich Natriumphosphat 
ab, das abgesaugt und ausgewaschen wurde. Das Filtrat wurde einmal 
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zur Entfernung nicht umgesetzten Amylalkohols ausgeaithert und dann 
im Faust-Heimschen Apparat eingedunstet, da wegen der starken Schaum 
bildung eine Vakuumdestillation sehr erschwert war. Der Riickstanc 
wurde mit Methanol ausgezogen und filtriert, das Methanol wurde ab- 
gedampft und der Riickstand noch einmal mit 90°, igem Methanol auf- 
genommen. Diese nunmehr von anorganischem Phosphat freie Lésung 
wurde mit einer konzentrierten wisserigen Lésung von Bariumbromid 
versetzt, der entstehende Niederschlag wurde abfiltriert und mit ver 
diinntem Methylalkohol bis zur Halogenfreiheit ausgewaschen. 


Ausbeute 80 g¢ (= 40°, der Theorie, berechnet auf Na). 

Das Bariumsalz ist in Wasser etwas léslich, in Alkohol fast unldéslich, 
0,2128g geben 0,1558 g Ba, P,O;. 
0,1231¢g ,, 0,0961g BaSQ,. 
0,2384¢ ., 00,1832 g¢ BaSO,. 


C,H, PO,Ba. Ber.: 73,95°, Asche, 45,27°,, Ba; 
gef.: 73,22%  ,, 45,94, 45,19°., Ba. 

Das Natriumsalz kann man aus dem Bariumsalz durch Erwarmen mit 
konz. Na,SO,-Lésung, Filtrieren, Einengen und wiederholtes Ausziehen 
mit Methanol gewinnen. Zur Reinigung kann man die Lésung in Methano! 
in der Kalte bis zur beginnenden Triibung mit Ather versetzen, beim Er- 
warmen kristallisiert dann das Salz aus. Es ist in Wasser sehr leicht léslich. 


0,0263 g geben 0,1040 g Mg, P,O;. 
0,1842 g 0,0931 g Mg. P,O;. 
0,1231g ., 0,1280g CO,, 0,0536 g H,O. 
0,1270g = ,, 0,1312 g CO,, 0,0580 g H,O. 
0,1804g ,, 0,1126g¢ Na,P,O;. 
0,1842g .,, 0,1153¢ we gngh 
CoHyPO,Na,. Ber.: 13,97% P, 28,28% C, 5,239 H, 62,72°, Asche; 
gef.: 14,05% P, 28, 36'/0C; 4,87 ‘| vi, 62,42°,, 
14, 09°, P, 28,17% C, 5,11°% H, 62,60°, 
Bestimmung der Cherfiishenspeneamg nach der Traubeschen Tropfen- 
zahimethode: Wasserwert des Apparates = 48,05. 
Eine 0,47 molare Lésung von Natrium-mono-d,l-amylphosphat in 
Wasser (D?! = 1,066) gab 61,99 Tropfen. 
a = 61,20 dyn/cm (ber. aus Wasser = 74 dyn/cm). 
Die Alkaloidsalze der Mono-d, ]-amyl-phosphorsaéure habe ich schon 
friiher (a. a. O.) beschrieben. 


Spaltung der Mono-d, l-sek.-Butylcarbinol-phosphorsdure durch Taka- 
phosphatase. 
Ansatze. 
1. 1,60 g Natrium-mono-d, l-amyl-phosphat mit Essigséure auf 
pu = 5 gebracht und mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. 
0,125 g Takaphosphatase. 
2. 50 ccm Wasser, 
0,125 g Takaphosphatase. 


3. 1,60 g Natrium-mono-d, l-amyl-phosphat mit  Essigsiure aut 
pu = 5 gebracht und mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. 
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Alle drei Ansiétze wurden bei 39° aufbewahrt und von Zeit zu Zeit 
das abgespaltene anorganische Phosphat in bekannter Weise mit Molybdan- 
siure und Aminonaphtholsulfosiure (Eikonogen) unter Anwendung des 
Zeissschen Stufenphotometers bestimmt, wobei der molekulare Extinktions- 
koeffizient jeweils aus zwei Bestimmungen mit bekannten Phosphatmengen 
berechnet wurde. 


Tabelle III. 





1 2 3 


Anorganischer Phosphor in mg cem 


Se TN ei i en ws 0,093 0,059 0,029 
ef | 1.56 0,060 a 
Se eek eee 2.9% 0,058 0,028 
re es ae ee 3,69 0,057 — 
i es ee ee ee ax 4.21 0,067 0,029 
~~ ee ore 4,84 0,064 0,030 


Insgesamt waren in 1 4,82 mg/cem organischer P vorhanden. Der 
‘ster war also zu 99°, hydrolysiert worden. 


Zur Gewinnung des abgespaltenen Amylalkohols wurde folgender 
Ansatz gemacht: Die Lésung von 32 g Natrium-mono-d, l]-amylphosphat 

4,8 g¢ P) nebst 2,5 g Takaphosphatase wurde mit Essigsiure auf py = 5 
gebracht und auf 1000 ccm aufgefiillt. Nach 2 Stunden war der Gehalt 
an anorganischem Phosphor von 0,091 mg/ecem zu Anfang auf 1,06 mg/cem 
angestiegen. Es waren also 0,97 g P aus organischer Bindung (= 20°, der 
Theorie) abgespalten. Die Aufarbeitung ergab 3,5 ccm sek. Butyl-carbinol; 
Kp-799 125 bis 126% a3} = — 0,15°. 


Der Destillationsriickstand wurde mit 1 g frischer Takaphosphatase 
versetzt und auf 500 ccm aufgefiillt. Nach 3 Stunden war der Gehalt an 
anorganischem F; von 2,36 mg/cem auf 3,82 mg/cem angestiegen; es waren 
also neuerdings 0,73 g P oder weitere 15°, abgespalten. Bei der Aufarbeitung 


erhielt ich 2,4cem Amylalkohol; Kp.79 125 bis 126°, an : 0,14°. 


Zum Destillationsriickstand wurde wieder 1 g frische Takaphosphatase 
gefiigt und ein Volumen von 500ccm hergestellt. Der Gehalt an an- 
organischem P stieg in 6 Stunden von 4,06 mg/ccm auf 6,64 mg/ccem; 


abgespalten waren also 1,29g P oder weitere 27°,. Es wurden 4,5 cem 
sekundaéres Butyl-carbinol gewonnen; Kp.79 125 bis 126,5°, a, = + 0°. 


Der Destillationsriickstand plus 1,5 g frischer Takaphosphatase wurde 
auf 250 cem aufgefiillt und bei 39° digeriert. Nach 3 Tagen schritt ich 
zur Aufarbeitung, nachdem der Gehalt an anorganischem P 17,53 mg/cem 


SS hed 


erreicht hatte und 1,32 g P oder weitere 27,5°, abgespalten waren. 


Ausbeute = 4,4.cem, Kp.79 125 bis 126,5°, 2) = + 0,19°. 


Darstellung von Tri-d, l-sek.-butyl-carbinol-phosphorsdureester. 


Die bei der Darstellung des Mono-amyl-phosphats anfallende Toluol- 
l6sung wurde iiber Na,SO, getrocknet, das Toluol abgedampft und der 
Riickstand der Destillation unterworfen. Bei 145 bis 147° unter 4,5 mim 
ging das d,1-Triamylphosphat iiber; der Riickstand zersetzte sich bei 
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weiterem Erhitzen. Brennend schmeckendes Ol, d}* = 0,9538, Kp., 141 b 
142°; wird durch Natronlauge nur langsam gespalten. 
0,2169 g geben 0,4160 g CO, und 0,2046 g H,O. 
Cy;Hg3;P O04. Ber.: 58,38°,, C, 10,79°, H; 
gef.: 57,97% C, 10,56% H*. 


Versuch zur phosphatatischen Spaltung von Triamylphosphat. 


Lésung I: 0,504 g Triamylphosphat, 0,5cem Toluol, 40cem 1° ign 
Takadiastaselésung, 

II: 0,5046 g Triamylphosphat, 0,5cem Toluol, 40cem Wasser, 

III: 0,5cem Toluol, 40 cem 1°% ige Takadiastaselésung. 


” 


Die drei Mischungen wurden unter haufigem Durchschiitteln bei 37 
im Brutschrank aufbewahrt. 


Tabelle IV. 





1 2 3 





mg anorganischer Phosphor pro ccm 


Sn 0,180 0 0,185 
‘ oe , silage 0,188 0 0,181 
» 4 Tagen ee et 0,205 0 0,208 
» a i mn - ae" 0,214 0 0,205 


Trotz der langen Reaktionszeit war also keine Spaltung tiber das be: 
der Kontrolle beobachtete MaB hinaus eingetreten. 


Die Arbeit wurde mit Hilfe eines Forschungsstipendiums der Deutschen 
Gemeinschaft zur Férderung und Erbaltung der Forschung durchgefiihrt. 
der ich auch an diéser Stelle meinen ehrerbietigsten Dank sagen méchte. 


* Die etwas zu niedrigen C- und H-Werte sind vielleicht einer geringen 
Zersetzung bei der Destillation zuzuschreiben, wie sie von D. P. Evans, 
W. C. Davies u. W. J. Jones, Journ. Chem. Soc. London 19380, 1310, beob- 
achtet wurde. 
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Studien iiber die reduzierenden Substanzen im Gehirn. 


I. Mitteilung: 
1. Uber eine neue Methode zur Unterscheidung des Reduktionsvermigens 
des Zuckers und des Kreatinins. 


2, Uber die Bestimmung des sogenannten echten Blutzuckers mit Hilfe einer 
neuen Methode. 


Von 


Hirotoshi Maruyama. 
(Aus der Psychiatrischen Universitaétsklinik zu Fukuoka, Japan.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1932.) 


I. Einleitung. 


Die Frage, ob im Alkoholextrakt des Gehirns freier Zucker vor- 
handen ist oder nicht, ist noch umstritten. Wahrend Taka- 
hashi u. a. (1) (2) (3) die reduzierende Substanz des Extrakts mit freien 
Kohlenhydraten identifizierten,, behauptete Holmes (4), daB das Kreatinin 
den gré&ten Anteil an der reduzierenden Wirkung des Extrakts habe 
und daB sich kein freier Zucker im Extrakt finde. Um diese Frage zu 
entscheiden, versuchte ich zunichst, die Unterscheidung des Reduktions- 
vermégens des Zuckers und des Kreatinins zu vereinfachen. Bei diesen 
Versuchen konnte ich feststellen, daB nach 30 Minuten langem Kochen 
von 0,5 mg Kreatinin in 0,2%iger Natriumcarbonatlésung (oder in 
0,066 %iger Kaliumhydroxydlésung) etwa 90°, davon unverandert 
blieben, wihrend 0,2 mg Zucker unter denselben Bedingungen voll- 
kommen zersetzt wurden. 

Nach diesen Vorversuchen stellte ich mir die Aufgabe, freien Zucker 
im Alkoholextrakt des Kaninchengehirns, das nach dem Tode etwa 
20 Minuten lang bei Zimmertemperatur liegen blieb, nachzuweisen. 
Es stellte sich heraus, daB etwa ein Viertel des Reduktionswerts des 
Extrakts auf dessen Kreatiningehalt beruhte, daB aber kein Zucker 
darin nachweisbar war. Dagegen beobachtete ich, daB im Alkohol- 
extrakt des etwa 13 bis 3 Minuten nach dem Tode herausgenommenen 
Gehirns eines mit Chloroform narkotisierten jungen Hundes freier 
Zucker, d. h. Glucose vorhanden war. 
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Um die Bestimmung des Kreatinin- und Kreatingehalts im Gehirn- 
extrakt bequemer zu gestalten, driickte ich den Reduktionswert des 
Kreatinins und des Kreatins in der diesem Wert entsprechenden Meng: 
Glucose aus, wobei die Umwandlung des Kreatins in Kreatinin beim 
Kochen in Salzsiurelésung in Betracht gezogen wurde. 


Ferner kam das Verfahren der Messung des echten Blutzuckers 
zur Anwendung. 


It. Uber den Reduktionswert des Kreatinins und des Traubenzuckers nach 
dem Kochen in Alkalilésung. 

Die Bestimmung wurde folgendermaBen ausgefiihrt: In jedes von 
sechs mit Kiihler versehenen Réhrchen gibt man 2 cem (oder 1 cem) de: 
0.5°/,,igen Kreatininlésung oder der 0,2°/ 9igen Traubenzuckerlésung und 
fiigt 1ceem (oder 0,5 ccm) einer 0,1- bis 30°, igen Kaliumhydroxydlésung 
(oder 0,3- bis 0,9°, igen Natriumecarbonatlésung) hinzu. Darauf wird die 
Mischung bei 100°C im Wasserbad 10 bis 60 Minuten lang gekocht. Nach 
Neutralisierung der Mischung mit Salzséure bestimmt man nach de 
Bangschen Methode den Reduktionswert, der dann in den Traubenzuckerwert 
umgerechnet wird. Zur Kontrolle wurde gleichzeitig der Reduktionswert 
der Kreatininlésung und der Traubenzuckerlésung nach derselben Methode 
bestimmt. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB 1 mg Kreatinin in 10 %iger 
Kaliumhydroxydlésung bei zwei- bis dreistiindigem Kochen ganz zerstért 
wird. Aber es zeigt sich, daB um so mehr Kreatinin unverandert bleibt, 
je niedriger der Prozentgehalt des Kaliumhydroxyds in der Lésung ist. 
Nach 20 Minuten langem Kochen von 1,2 mg Kreatinin in 0,078 °,iger 
Kaliumhydroxydlésung bleiben 88,8°, unverandert, waihrend 0,4 my 
Glucose unter denselben Bedingungen vollstandig zersetzt werden. 

Wenn 0,5 mg Kreatinin, 0,2 mg Traubenzucker und das Gemisch beide: 
in 0,066°,iger Kaliumhydroxydlésung 30 Minuten lang gekocht wurden. 
blieben 90°, des Kreatinins unverandert. der Zucker dagegen zerfiel voll- 
kommen; dementsprechend ergab das Gemisch das gleiche Resultat wie 
die reine Kreatininlésung. 

Auch bei den ebenso angestellten Versuchen (Tabelle 1) mit 0,1- 
bis 0,3° iger Natriumcarbonatlésung ergaben sich fast die gleichen 
Resultate wie bei dem oben beschriebenen Versuch, d.h. es blieben 
bei 30 Minuten langem Kochen von 0,5 mg Kreatinin in 0,2 iger 
Natriumcarbonatlésung etwa 90% davon unverandert, wihrend 0,2 mg 
Traubenzucker unter denselben Bedingungen ganz zersetzt wurden. 


SchlieBlich stellte ich fest, daB auch 0,2 mg Arabinose, Galaktose und 
Fructose genau wie Glucose vollsténdig zerfielen, wenn sie in 0,2". ige1 
Natriumcarbonatlésung 20 bis 30 Minuten lang gekocht wurden. Es zeigt: 
sich ferner, daB der Reduktionswert von 0,1 mg Arabinose und Galaktos: 
dem von etwa 0,08 mg Glucose, und der Wert von 0,1 mg Fructose dem 
von 0,06 mg Glucose entsprach. 


p 


Tabelle 
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Auf Grund der beschriebenen Befunde ist es also méglich, dir 
Reduktionskraft von 0,5 mg Kreatinin und 0,2 mg Zucker (Glucose 
Galaktose, Fructose und Arabinose) mit Hilfe etwa 30 Minuten langen 
Kochens in 0,2%iger Natriumcarbonatlésung (oder in 0,066 °%iger 
Kaliumhydroxydlésung) fast mit Sicherheit zu unterscheiden, da bei 
diesem Vorgehen etwa 90°%, des Kreatinins unverandert bleiben, der 
Zucker dagegen ganz zerfillt. 


Ill. Uber den Reduktionswert des Kreatinins und des Kreatins, berechnet 
als Glucose, sowie tiber die Umwandlung des Kreatins in Kreatinin beim 
Kochen in Saure- oder Alkalilésung. 


Der Reduktionswert des Kreatinins und des Kreatins, berechnet 
als Glucose, wurde, wie schon erwahnt, nach der Bangschen Methode 
bestimmt. Fir die Bestimmung des Kreatinins kam die Folinsche 
Methode zur Anwendung. 


Als Resultat der Versuche ergab sich die Feststellung, daB der 
Reduktionswert von 1 mg Kreatinin dem von 0,38 mg Glucose (im 
Mittel von zehn Versuchen) entspricht, waihrend 1 mg Kreatin den 
Reduktionswert von 0,043 mg Glucose ergibt. Ferner fand ich, dai 
sich 1 mg Kreatin in 10°iger Salzsiure bei zwei- bis dreistiindigem 
Kochen in 0,697 mg Kreatinin umwandelte, dessen Reduktionswert. 
als Glucose berechnet, 0,25 mg betrug. 

Bei 10 Minuten langem Kochen von 2 mg Kreatin in 10 %iger 
Natriumhydroxydlésung entstand etwa 0,21 mg Kreatinin, wéhrend 
das Kreatin unter denselben Bedingungen bei 50 Minuten langem Kochen 
ganz zersetzt wurde. Auch bei analogen Versuchen mit 10° iger 
Kaliumhydroxydlésung fielen die Resultate fast ebenso aus. 


IV. Uber die reduzierende Substanz in dem etwa 20 Minuten nach dem Tode 
durch Extraktion mit 60°, igem Alkohol gewonnenen Extrakt des Kaninechen- 
hirns. 


Folgendes Verfahren kam zur Anwendung: Nach Entfernung de 
HirnhautgeféBe wagt man das Kaninchenhirn méglichst schnell (das 
Gewicht betrug immer 8 bis 10 g) und zerreibt es dann in einem Morser. 
in dem 20cem absoluter Alkohol enthalten ist, zu einer breiigen Masse. 
wobei man die Wirkung aller Enzyme hemmt. Darauf fiigt man 12 cem 
Aqua destillata und 68 cem 69° igen Alkohol hinzu und 148t das Gemisch 
etwa 22 Stunden lang bei Zimmertemperatur (etwa 22° C) stehen. Nach dem 
Zentrifugieren des Gemisches iiberfiihrt man den Extrakt in eine Dampt 
schale; der Riickstand wird weiter in 50 cem 60° ,igem Alkohol 30 Minuten 
lang extrahiert. Nach dreimaliger Wiederholung dieser Extrahierung wird 
der Extrakt in der Dampfschale auf dem Wasserbad bis auf etwa 5 ccm 
eingedampft und dann in einen 50-cem-MeBkolben iiberfiihrt, worin er 
mit kolloidalem Eisen wie gewoéhnlich enteiweiBt (5) wird. 2 oder 5cem 
des Filtrats kommen nach der beschriebenen Methode zur Verarbeitung. 
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Die Bestimmung des Kreatinins im Alkoholextrakt des Gehirns wurde 
nach der Folinschen Methode (6) folgendermaBen ausgefiihrt: In einen 
10-cem-MeBkolben gibt man 5 bis 8 cem des Filtrats und fiigt 1,5 ccm ge- 
ittigte Pikrinséurelédsung und 0,5cem 10° ige Natriumhydroxydlésung 
hinzu. Nach 10 Minuten setzt man Aqua destillata bis 10 cem zu, schiittelt 
ind geht dann weiter wie gew6hnlich vor. 

Es ist hier vor allem zu bemerken, da8 das Zeitintervall vom Tode des 
Kaninchens bis zum Einsetzen des Gehirns in absoluten Alkohol immer 
etwa 20 Minuten betrug. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB im Alkoholextrakt des normalen 
Kaninchenhirns, das nach dem Tode etwa 20 Minuten bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen worden war, ein Reduktionswert von 
34,4 mg-%, (als Glucose berechnet) gefunden wurde (s. Tabelle II). 
Auch nach ein- bis zweistiindigem Kochen des Extrakts in 0,2° iger 
Natriumcarbonatlésung betrug der Wert noch 33,2 mg-°%, als Glucose 
berechnet. Da der Unterschied zwischen den beiden Werten hier nur 
3,7 mg-°, ausmachte, scheint mir die Annahme durchaus berechtigt, 
daS freier Zucker — im Gegensatz zur Behauptung von Takahashi u. a. 

-im Extrakt fast nicht vorhanden ist. 


Tabelle Il. 


Reduktionswert und Kreatiningehalt im Alkoholextrakt des Kaninchen- 


hirns etwa 20 Minuten nach dem Tode in mg-”.. 





V IV 
Sog. Rest- 
reduktions wert 


Reduktionswert des Extraktes, 
berechnet als Glucose 


—— —— —_—— = eduk- des Extraktes 
Versuchs- I I i WV — uaa oameen als. 
me. K yl Freier Nach 9 = p meoan 
-_ oc “8 PT Nac > on ie yerec » TeSA - 
ee Extraktes Zucker Hydrolyse —ees als reduktionswert 
Extrakt 12.0.2 °/oig. im des Glucose minus Reduk- 
Na,CQO;-  Extrakt Extraktes tionswert des 
Lésung Kreatinins) 
1 30.9 28.8 2,1 
4 34,4 32,5 1,9 
5 38,9 34,0 4.5 
6 413 37,3 4,0 
7 39,1 33,8 5,3 
9 31,6 15,8 6,0 25,6 
10 28.9 24.9 37 19,2 
11 34,2 26,1 9.9 24,3 
12 30,6 68,8 25,9 9,5 20,8 
13 34,3 28,4 10,8 23.5 
im Mittel:| 34,4 33,2 3.7 24.2 9,2 22,7 


Es stimmt gut mit der Behauptung von Holmes iiberein, daB nach 
Hydrolyse des Extrakts der Reduktionswert eine bedeutende Steigerung 
bis auf 68,8 mg-% (berechnet als Glucose) aufwies. Es war aber noch 
durch die folgende Untersuchung zu priifen, ob diese nach Hydrolyse 
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des Extrakts auftretende Steigerung —- entsprechend der Angabe vor 
Holmes — auf der Umwandlung des Kreatins im Kreatinin beruht 

Im Extrakt fanden sich 24,2 mg-°, Kreatinin, was dem Reduktions 
wert von 9,2 mg-°%, Glucose entsprach und damit im Gegensatz zu de: 
Ausfiihrungen von Holmes keinen bedeutenden Anteil an dem Re 
duktionswert des Extrakts hatte. Die Differenz zwischen dem Gesamt 
reduktionswert und dem auf dem Kreatiningehalt beruhenden Antei! 
der sogenannte Restreduktionswert im Extrakt, betrug 22,7 mg-°. 
berechnet als Glucose. 

Ferner blieb nach 50 Minuten langem Kochen des Extrakts in 
10°, iger Kaliumhydroxydlésung der Reduktionswert von 16,3 mg-° 
(im Mittel von sechs Fallen) unverandert. Der Wert riihrt also wede: 
von dem Kreatinin noch von dem Kreatin im Extrakt her, denn | mg 
Kreatinin und 2 mg Kreatin werden, wie schon erwahnt, unter diesen 
Bedingungen vollstaindig zersetzt. 

Das in Milligramm Glucose gemessene Reduktionsvermégen ver- 
schiedener Mengen von Alkoholextrakt des Gehirns sowie von Kreatinin 
(0,25° ,sige Kreatininlésung wurde verwendet) stieg, wie aus Tabelle IT] 
zu ersehen ist, im Gegensatz zur Behauptung von Holmes parallel zur 
zunehmenden Menge derselben. Wahlt man die Menge des Extrakts 
in Kubikzentimeter als Abszisse und den Reduktionswert desselben 
in Milligramm als Ordinate, so liegen die den verschiedenen Mengen 
entsprechenden Punkte auf einer geraden Linie: auch beim Kreatinin 
verhielt es sich ahnlich. 


Tabelle IIT. 


Das Reduktionsvermégen, als Glucose berechnet, in verschiedenen Mengen 
des Gehirnalkoholextrakts und des Kreatinins in Milligramm. 





Ver- 


Menge des Extraktes bzw. d. 0,25°/)yigen Kreatininlésungin ee: 
suchs- Reduktionskraft a a ; SSR : 
Nr. 1,0 2.0 3.0 4,0 5.0 6.0 
g | Extrakt 0,042 0,095 0,156 0,202 0,279 
~ | 0,25 % 9 Kreatinin | 0,081 0,187 0,286 0,357 0.424 
13 { Extrakt 0,057 0,117 0.170 0,223 0,276 0,329 


{| 0,25 %o9 Kreatinin 0,092 0,194 0,269 0,350 04385 0,502 


V. Uber die reduzierende Substanz im Extrakt etwa 3 bis 13 Minuten nach 
dem Tode mit 60°, igem Alkohol extrahierter Gehirne junger Hunde. 


Zum Studium der Verteilung der reduzierenden Substanz, des 
Kreatinins und des Kreatins in der Rinden- und Marksubstanz de- 
Gehirns wurde mit dem Gehirn eines mit Chloroform narkotisierten 
jungen (etwa 4 Monate alten), gut genahrten Hundes eine Reihe von 
Versuchen angestellt. Untersucht wurden die oberflichliche Schicht 
(10 g) des GroBhirns als Rindensubstanz und die GroBhirnstiele sowi 
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las verlangerte Mark (das Gewicht dieser beiden zusammen betrug 
7.2 g) als Marksubstanz. 

Die Rinden- und die Marksubstanz wurden gleichzeitig einzeln 
nach der schon erwahnten Methode behandelt. Es muB hier betont 
werden, daB das Zeitintervall vom Tode des Hundes bis zur Einbringung 
der Gehirnsubstanz in absoluten Alkohol etwa 13 Minuten betrug. 

Bei diesen Versuchen (Nr. 1 der Tabelle IV) ergab der Alkohol- 
extrakt der GroBhirnrindensubstanz eines mit Chloroform narkotisierten 
jungen Hundes etwa 13 Minuten nach dem Tode den als Glucose be- 
stimmten Reduktionswert von 47,3 mg-°%. Wenn der Extrakt in 
0.2°%iger Natriumearbonatlésung 30 Minuten lang gekocht wurde, so 
sank der Wert auf 25.4 mg-®%,. Die Differenz zwischen beiden, d. h. 
der Gehalt an freiem Zucker betrug hier 21,9 mg-°,. Unter denselben 
Bedingungen war in der Marksubstanz 16.0 mg-°, freier Zucker ent- 
halten. 

In dem Rinden- und Marksubstanzextrakt wurden 23.9 mg-°,, Krea- 
tinin gefunden, dessen Reduktionswert dem von 9,1 mg-°, Glucose 
entsprach. Es fand sich im Rindensubstanzextrakt 79,5 mg-°,, Kreatin, 
dessen Reduktionswert, als Glucose berechnet, 3,4 mg-°,, betrug, 
wahrend im Marksubstanzextrakt 69,6 mg-°,, Kreatin enthalten war, 
dessen als Glucose bestimmter Reduktionswert 3,0 mg-°,, betrug. Der 
Teil des Gesamtreduktionswertes, der nicht vom freien Zucker. vom 
Kreatinin und vom Kreatin herriihrte, der sogenannte Restreduktions- 
wert, betrug im Rindensubstanzextrakt 12,9mg-°%, und im Mark- 
substanzextrakt 16.3 mg-%, berechnet als Glucose. 

War der Extrakt in 10°,iger Salzsiure 40 Minuten lang ge- 
kocht worden, so fand sich im Rindensubstanzextrakt 77.7 mg-°, 
Kreatinin mit einem Reduktionswert von 28,8 mg-°,, wabhrend im 
Marksubstanzextrakt 71,0 mg-°,, Kreatinin mit einem Reduktionswert 
von 27,0 mg-°%, vorhanden war. Nach Hydrolyse des Extrakts nahm 
der Reduktionswert auffallend zu, und zwar betrug dann der Wert 
im Rindensubstanzextrakt 217,1 mg-°,, und im Marksubstanzextrakt 
88,4 mg-°% (berechnet als Glucose). Aus den oben auseinandergesetzten 
Erwagungen erhellt, daB diese nach Hydrolyse des Extrakts beobachtete 
Zunahme des Reduktionswertes im Gegensatz zu den Ausfiihrungen 
von Holmes nicht nur auf der Umwandlung des Kreatins in Kreatinin 
beruht. 

Um festzustellen, ob der freie Zucker im Extrakt Traubenzucker ist, 
versuchte ich schlieBlich den Nachweis des Phenylglucosazons. Das Ver- 
fahren unterschied sich nicht von den schon beschriebenen mit der Aus- 
nahme, daB man das 40 g schwere Gehirn eines mit Chloroform narkotisierten 
jungen, abgemagerten Hundes bei 10°C in einem Moérser mit 100 ccm 
absolutem Alkohol zerrieb, darauf 60cem Aqua destillata sowie 250 cem 
60° igen Alkohol hinzufiigte und dann das Gemisch 21 Stunden lang bei 
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0° Cin der Eiskammer stehen lie}. Das Zeitintervall vom Tode des Hundes 
bis zur Einbringung des Gehirns in absoluten Alkohol betrug hier 176 Sek. 

Nach der EnteiweiBung des Extrakts erhielt ich etwa 60 ccm Filtrat. 
Kin Teil davon diente zur Bestimmung des Reduktionswertes und des 
Kreatiningehalts nach der angegebenen Methode. Die Bestimmung ergab 
s. Tabelle IV, Nr. 2) 10,6 mg-",, freien Zucker und 35,3 mg-”,, Kreatinin 
it einem als Glucose berechneten Reduktionswert von 13,4 mg-" 

Andererseits wurden etwa 50ccm Filtrat zur Phenylhydrazinprobe 
verwendet, wobei mir schlieBlich der Nachweis der gelblichen charakteri- 
stischen Kristalle des Phenylglucosazons gelang. Daraus geht ohne weiteres 
hervor, da8 der freie Zucker Traubenzucker ist. 


VI. Cher die Bestimmung des sogenannten echten Blutzuckers mittels meiner 
Methode. 

Fir die Bestimmung des echten Blutzuckers wurde von der Fest- 
stellung Gebrauch gemacht, daB 0,2 bis 0,4 mg Zucker in 0,2°. iger Natrium- 
carbonatlésung bei 20 bis 30 Minuten langem Kochen vollstandig zerstért 
werden. Das Blut wurde immer aus der Kubitalvene entnommen:; bei der 
Bestimmung im Vollblut wurde es nach der Methode von Folin und Wu (7) 
enteiweiBt, wahrend das Blutplasma mit kolloidalem Eisen (5) enteiweiBt 
wurde. Das Material fiir diesen Versuch stammte von 13 Fallen von Psychose 
und von 10 Fallen von Gesunden. Nur bei 5 Fallen von Psychose wurde 
der Versuch mit Blutplasma angestellt, sonst mit Vollblut. 

Die Versuche ergaben folgendes Resultat: In Menschenblutplasma 
wurde im Durchschnitt ein Gesamtreduktionswert von 97,6 mg-°,, be- 
stimmt. Nach etwa ein- bis zweistiindigem Kochen des Plasmas in 
0.2°% iger Natriumearbonatlésung sank der Wert auf 16,4 mg-°., im 
Mittel, berechnet als Glucose. Die Differenz zwischen den beiden 
Werten, d.h. der sogenannte echte Blutzucker betrug hier also 
31,2 mg-°% im Mittel. 

Der Gesamtreduktionswert des normalen Menschenvollbluts betrug 
88,8 mg-°,,. Nach etwa ein- bis zweistiindigem Kochen in 0,2 %iger 
Natriumcarbonatlésung sank der Wert auf 24,1 mg-°;. Der sogenannte 
echte Blutzucker betrug hier 64,7 mg-°,. Auch die Bestimmung des 
Gesamtreduktionswertes sowie des sogenannten echten Blutzuckers im 
Vollblut von Patienten mit Psychose gab genau die gleichen Resultate 
wie bei normalen Menschen. 


VII. Schlubfolgerungen. 
Aus den Resultaten meiner Versuche ergeben sich folgende Schlusse : 
1. 1 mg Kreatinin wird bei zwei- bis dreistiindigem Kochen in 
10°%,iger Kaliumhydroxydlésung vollstandig zerstért. 
2. Werden aber 0,5 mg Kreatinin in 0,066 °,iger Kaliumhydroxyd- 
lésung oder in 0,2°,iger Natriumearbonatlésung 30 Minuten lang ge- 
kocht, so bleiben etwa 90°, davon unverandert. 
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3. Unter denselben Bedingungen werden 0,2 mg Glucose, Galaktos: 
Fructose und Arabinose vollstandig zersetzt. 

4. Der Reduktionswert von 1 mg Kreatinin entspricht dem vo; 
0,38 mg Glucose, wahrend 1 mg Kreatin das gleiche Reduktionsvermége: 
wie 0,043 mg Glucose besitzt. 

5. l1mg Kreatin verwandelt sich bei zwei- bis dreistiindigem 
Kochen in 10°%iger Salzsiure in 0,697 mg Kreatinin, dessen al 
Glucose bestimmter Reduktionswert 0,25 mg betrigt. 

6. 2 mg Kreatin wandeln sich in 10°, iger Natriumhydroxydlésung 
bei 10 Minuten langem Kochen in etwa 0,21 mg Kreatinin um, wahrend 
das Kreatin unter denselben Bedingungen bei 50 Minuten langem Kocher 
vollstandig zersetzt wird. 

7. Der Reduktionswert des Alkoholextrakts (in 60° ,igem Alkoho! 
bei etwa 22°C etwa 22 Stunden lang extrahiert) eines normalen 
Kaninchenhirns, das nach dem Tode etwa 20 Minuten lang bei 
Zimmertemperatur stehengelassen wurde, betrigt 35,2 mg-°®, (be- 
rechnet als Glucose); Zucker ist darin nicht enthalten. Im Extrakt 
findet sich 24,2 mg-°,, Kreatinin, dessen als Glucose berechneter Re- 
duktionswert 9,2 mg-% betragt. 

8. Bei 50 Minuten langem Kochen des Extrakts in 10°, iger Kalium- 
hydroxydlésung bleibt der als Glucose berechnete Reduktionswert 
von 16,3 mg-°, unverandert; Kreatinin und Kreatin sind an ihm nicht 
beteiligt. 

9. Der Reduktionswert des Extrakts und des Kreatinins nimmt im 
Gegensatz zur Behauptung von Holmes parallel der steigenden Menge 
dieser Substanzen zu. 

10. Im Alkoholextrakt des etwa 13 Minuten nach dem Tode heraus- 
genommenen Gehirns eines mit Chloroform narkotisierten jungen Hundes 
findet sich freier Zucker, dessen Menge in der Rindensubstanz 21,9 mg-°,, 
und in der Marksubstanz 16,0 mg-°, betragt. Im Rinden- und Mark- 
substanzextrakt finden sich daneben 23,9 mg-°, Kreatinin, dessen 
Reduktionswert dem von 9,1 mg-°, Glucose entspricht. Es finden 
sich im Rindensubstanzextrakt 79,5 mg-°,, Kreatin mit einem 3,4 mg-°,, 
Glucose entsprechenden Reduktionswert, waihrend im Marksubstanz- 
extrakt 69,9 mg-°%, Kreatin mit einem Reduktionswert von 3,0 mg-°,, 
vorhanden sind. Der Reduktionswert, der nicht auf den Gehalt an 
freiem Zucker, an Kreatinin und an Kreatin zuriickzufiihren ist, betragt 
als Glucose berechnet, im Rindensubstanzextrakt 12,9 mg-°, und im 
Marksubstanzextrakt 16,3 mg-%%. 

11. Bei 40 Minuten langem Kochen des Extrakts in 10° ,iger 
Salzsiure nimmt, entsprechend der Angabe von Holmes, der Re- 
duktionswert auffallend zu: Der als Glucose berechnete Wert betragt 
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in Rindensubstanzextrakt 217.1 mg-°,, und im Marksubstanzextrakt 
s8.4 mg-°,. Hierbei finden sich im Rindensubstanzextrakt 77,7 mg-°), 
Kreatinin, dessen Reduktionswert dem von 28,8 mg-°, Glucose ent- 
spricht, wahrend im Marksubstanzextrakt 71,0 mg-°, Kreatinin mit 
einem Reduktionswert von 27,0 mg-°,, Glucose enthalten sind. 

12. Der freie Zucker im Extrakt ist mit Glucose identisch, was durch 
die Bildung von Phenylglucosazon nachzuweisen ist. 

13. Der Gesamtreduktionswert von normalem, nach der Methode 
von Folin und Wu enteiweiBtem Menschenblut betragt 88,8 mg-°,. 
Nach etwa ein- bis zweistiindigem Kochen in 0,2°,iger Natrium- 
carbonatlésung sinkt der Wert auf 24,1 mg-°,. Die Differenz zwischen 
beiden Werten, d.h. der sogenannte echte Blutzucker, betragt hier 
64,7 mg-°,. 


Es sei mir gestattet, Herrn Professor Dr. 1/. Shimoda, Herrn Professor 
Dr. K. Kodama und Herrn Dozenten Dr. S. Naka fiir die Anregung und 
wertvolle Unterstiitzung bei der Ausfiihrung diese Arbeit meinen herz- 
lichsten Dank auszusprechen. Zu groBem Dank bin ich weiter auch dem 
Kaiserlichen Japanischen Kultusministerium verbunden, das mir die Mittel 
zu dieser Arbeit aus dem Fonds zur Férderung von Forschungen auf dem 
Gebiet der Naturwissenschaften zur Verfiigung gestellt hat. Das gilt auch 
fir die folgende Mitteilung. 


(Das Manuskript war am 30. August 1931 abgeschlossen. 


i Literatur. 
1) Takahashi, diese Zeitschr. 154, 444.1924; 159, 484, 1925. 2) Uchita, 
ebenda 167, 9, 1925. 3) Palmer, J. of biol. chem. 30, 79, 1917. 4) Holmes 


u. Holmes, Biochem. J. 19, 492. 1925; 20, 595, 1926. 5) Rona u. Michaelis, 
diese Zeitschr. 37, 334. 1911. 6) Folin, Hoppe-Seylers Z. 41, 223. 
1904. — 7) Folin u. Wu, J. of biol. ehem. 38, 81, 1919; 41, 367, 1920. 


8) Somogyi, ebenda 75, 33, 1927. 





Studien iiber die reduzierenden Substanzen im Gehirn. 


Il. Mitteilung: 
1. Uber den Kohlenhydratstoffweehsel im Gehirn. 


2. Uber die Hihe des sogenannten echten Blutzuckers beim Kaninchen unter 
verschiedenen Bedingungen. 


Von 
Hirotoshi Maruyama. 
(Aus der Psychiatrischen Universitaétsklinik zu Fukuoka, Japan.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1932.) 


I. Einleitung. 


Das Problem des Kohlenhycratstoffwechsels im Gehirn der Warn- 
bliiter ist, soweit meine Kenntnis reicht, noch ungelést. Es sind bisher 
zahlreiche Arheiten ((1) bis (10)] erschienen, die sich die Erforschung 
der Glykolyse und Glykogenolyse des Zentralnervensystems zur Auf- 
gabe machen, aber mir scheint, da sie zur Erklarung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels im Gehirn des Warmbliiters noch nicht ausreichen. 
Wie aus meiner ersten Mitteilung hervorgeht, habe ich freien Zucker, 
und zwar Glucose, im Alkoholextrakt des Gehirns nachgewiesen. In 
den folgenden Versuchen bestatigte ich, daB sich im normalen Kaninchen- 
hirn etwa 1,5 Minuten nach dem Tode freier Zucker und Glykogen 
in maéBigen Mengen finden, daB aber etwa 10 Minuten nach dem Tode 
der freie Zucker ganz verschwindet und der Glykogengehalt entsprechend 
den Befunden von Jungmann und Kimmeistiel (10) bis auf etwa die 
Halfte abnimmt, wobei Milchsiure eine bedeutende Zunahme erfahrt. 
wie Mc Ginnty und Gessel (8) nachgewiesen haben. 

Ich habe gleichartige Versuche mit luminalvergifteten, strychnini- 
sierten, insulinisierten und hungernden Kaninchen angestellt. Wie 
im folgenden Kapitel gezeigt werden wird, fiihrten meine Versuche 
schlieBlich zu dem Resultat, daB die postmortale (etwa 15 Minuten 
nach dem Tode feststellbare) Milchsiurezunahme im Gehirn ohne 
weiteres auf das Verschwinden des freien Zuckers und auf die Ver- 
minderung des Glykogens zuriickgefiihrt werden kann. Aus dieser 
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Feststellung scheint mir hervorzugehen, daB bei dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel des Gehirns Glucose, Glykogen und Milchsiure ebenso die 
Hauptrolle spielen wie in den Muskeln. 

Zwecks Identifizierung der reduzierenden Substanzen im Alkohol- 
extrakt des Gehirns wurde von mir gleichzeitig auch der Kreatinin- 
und Kreatingehalt im Alkoholextrakt des betreffenden Kaninchen- 
gehirns unter denselben Bedingungen bestimmt. Ferner wurde unter 
denselben Bedingungen die Héhe des echten Blutzuckers des Kaninchens 
nach meiner Methode bestimmt, wodurch die Beziehungen zwischen 
Grehirnzucker und Blutzucker der Analyse zugainglich gemacht wurden. 


i. Uber den Reduktionswert und den Milehsiure-, Kreatinin- und Kreatin- 

gehalt der durch Extrahierung mit 66°. igem Alkohol gewonnenen Ausziige 

yon Kaninchenhirnen unter verschiedenen Bedingungen sowie iiber den 
Glykogengehalt derselben Gehirne. 


Es wurde folgendes Verfahren angewandt: Um die Gehirnhemisphare 
moOglichst schnell aus dem Schadel herauszunehmen, spaltet man nach 
rascher Dekapitation den Kopf entlang seiner Sagittallinie mit einem Schlage 
eines groBen Messers in zwei Teile. Eine der beiden Hemisphaéren wird 
sofort herausgenommen und nach Entfernung der HirnhautgefaBe méglichst 
schnell gewogen (das Gewicht betrug immer etwa 4g) und dann in einen 
Mérser mit 10 eem kiihlem ( 10 bis 15° ©) absolutem Alkohol gebracht 
diese Prozedur war von der Dekapitation stets durch ein Zeitintervall 
von etwa 1,5 Minuten getrennt; einfachheitshalber wird die zuerst ver- 
arbeitete Hemisphare mit A bezeichnet). Man zerreibt rasch das Gemisch 
zu einer breiigen Masse und hemmt dadurch die Wirkung aller Enzyme. 
Darauf fiigt man 5cem Aq. destillata und 25 ccm 66° ,igen Alkohol hinzu 
und 148t das Gemisch etwa 22 Stunden lang bei etwa 10°C in der Eis- 
kammer stehen. Nach Zentrifugieren des Gemisches tberfiihrt man den 
Extrakt in eine Dampfschale und extrahiert den Riickstand weiter mit 
25 cem 66° ,igem Alkohol 15 Minuten lang. Nach zweimaliger Wiederholung 
dieser Extraktion wird der Extrakt in der Dampfschale auf dem Wasserbad 
bis auf etwa 3ccm verdampft und dann in einen 25-cem-MeBkolben ge- 
bracht, worin er mit kolloidalem Eisen wie gewéhnlich enteiwéiBt wird. 
Die andere, kurz mit B bezeichnete Hemisphire bleibt bei 37°C etwa 
10 bis 30 Minuten lang stehen und wird dann wie die erste behandelt. 

Zur Bestimmung des Gesamtreduktionswertes und des Gehalts an 
freiem Zucker im Extrakt wurden 2cem (nach Hydrolyse des Filtrats 
| eem) des enteiweiBten Filtrats (das auch bei sehr schwach saurer Reaktion 
streng neutralisiert werden mu) nach der in meiner ersten Mitteilung 
beschriebenen Methode verarbeitet. Der Kreatinin- und Kreatingehalt 
desselben Filtrats wurde entsprechend den Angaben meiner ersten Mit- 
teilung nach der Felinschen Methode bestimmt, waihrend der Milchsaéure- 
gehalt von Herrn Dozenten Dr. Naka nach der Methode von Friedman, 
Cotonio und Shaffer untersucht wurde. Fiir die Bestimmung des Glykogen- 
gehalts desselben Gehirns kam die Nakasche Mikromethode (11) zur An- 
wendung. Ferner wurden Reduktionswert und Kreatiningehalt nach 
4) Minuten langem Kochen des Filtrats in 10” ,iger Salzséure (diese 
Prozedur wird im folgenden kurz als .,.Kochen des Extrakts in Salzsaéure 
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oder als ,,Hydrolyse des Extrakts** bezeichnet) nach denselben Methoc 
bestimmt. 

Das Material des Versuchs stammte von je zehn normalen und mit 
Luminal vergifteten Kaninchen sowie von je fiinf bis zum Krampf- 
zustand strychninisierten, unter Vermeidung von Krampfen, insulini- 
sierten und hungernden Kaninchen 

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen iiber den Gehalt an freiem 
Zucker, Glykogen und Milchsaiure und iiber die Menge des durch Hydro- 
lyse des Extrakts produzierten Zuckers in den Gehirnteilen A und 8 
sind in der Tabelle I in Durchschnittszahlen zusammengefaBt. Der 
Glykogengehalt des normalen, etwa 4 Minuten nach dem Tode unter- 
suchten Kaninchenhirns (kurz mit A bezeichnet) betrug, wie aus 
der Tabelle I ersichtlich ist, 33,1 mg-°%, (als Glucose berechnet) und 
sank etwa 15 Minuten nach dem Tode (in dem kurz mit B bezeichneten 
Gehirnteil) bis auf 24,0 mg-%. Auch beim Strychninkrampf sowie im 
Hungerzustand getéteten Kaninchen wurde fast derselbe Glykogen- 
gehalt ermittelt wie bei normalen Tieren. Bei Kaninchen mit Luminal- 
vergiftung wies er im Gehirnteil A eine deutliche Steigerung auf 
81,8 mg-°% (als Glucose berechnet) und im Gehirnteil B eine Ver- 
minderung auf 34,4 mg-°, auf. Bei insulinisierten Kaninchen (ohne 
Krampf) betrug er im Gehirnteil A 45,3 mg-°%, und sank im Gehirn- 
teil B nur sehr wenig ab. 

Wiahrend der Alkoholextrakt des normalen, innerhalb etwa 
1,5 Minuten nach dem Tode herausgenommenen Kaninchenhirns (A) 
13,4 mg-°%, freien Zucker enthielt (in zehn anderen Fallen 14,2 mg-°,, 
im Mittel), war dieser im Gehirnteil B, der nach dem Tode etwa 10 Mi- 
nuten bei 37°C stehengelassen wurde, verschwunden. Bei Kaninchen 
mit Luminalvergiftung wies er im Gehirnteil A 24,1 mg-°, (in zehn 
anderen Fiillen 21,0 mg-% im Mittel) auf und war im Gehirnteil B ver- 
schwunden. Bei im Strychninkrampf getéteten, bei insulinisierten 
und bei hungernden Kaninchen war Zucker weder im Gehirnteil A 
noch B vorhanden. 

Wahrend in der Portion A des normalen Kaninchenhirns 
72,6 mg-%, Milchséure (in anderen zehn Fillen 71,5 mg-°, im Mitte! 
gefunden wurden, stieg der Milchséuregehalt in der Portion B bis auf 
123,6 mg-°, (in zehn anderen Fallen bis auf 115,1 mg-°, im Mitte! 
Bei luminalvergifteten Kaninchen betrug er im Gehirnteil A (hier 
2 Minuten nach dem Tode) 87,4 mg-%, (in zehn anderen Fallen, in 
denen das Gehirn etwa 1,5 Minuten nach dem Tode untersucht wurde. 
fand sich der auffallend niedrige Wert von 56,8 mg-°%, im Mittel) und 
wies im Gehirnteil B eine bedeutende Steigerung bis auf 172,3 mg-", 
(in zehn anderen Fillen 134,2 mg-°% im Mittel) auf. Im Strychnin- 
krampf und im Hungerzustand fand sich 87,1 bzw. 90,5 mg-% Mileh 
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ssure im Gehirnteil A, waihrend die entsprechenden Werte im Gehirn- 
teil B 127,0 und 109.4 mg-°, betrugen. Bei insulinisierten Kaninchen 
wies der Milchsiuregehalt im Gehirnteil A den niedrigen Wert von 
52,5 mg-°% und in B den Wert von 71,7 mg-°,, auf. 

Nach Hydrolyse der Alkoholextrakte bei den Gehirnportionen 
(A und B) ven Kaninchen der oben genannten Kategorien stieg der 
Zuckergehalt in allen Fallen in fast gleichem Ausma® bis auf 23,9 bis 
20,5 mg-°%% (Nr. VI der Tabelle 1). Der durch Hydrolyse produzierte 
Zucker in der —- freien Zucker enthaltenden — Gehirnportion A normaler 
und mit Luminal vergifteter Kaninchen betrug 15,2 und 8,6mg-°,, sonst 
aber 21,8 bis 25,6 mg-%. 

Der Kreatinin- und Kreatingehalt und der Reduktionswert der- 
selben in den verschiedenen Extrakten sind in Durchschnittszahlen 
in der Tabelle IJ zusammengestellt. In allen Extrakten von mit A be- 
zeichneten Portionen fand sich, wie aus Tabelle Il zu ersehen ist, 7,9 
bis 13,1 mg-% Kreatinin, dessen Reduktionswert 3,0 bis 5,0 mg-% 
Glucose entsprach; in den Extrakten der Gehirnteile B  wies der 
Kreatiningehalt eine geringe Steigerung bis auf 9,5 bis 17,4 mg-°, auf, 
was einem Reduktionswert von 3,6 bis 6,6 mg-°, Glucose entsprach, 
Dagegen zeigte Kreatin in allen Extrakten der Gehirnportionen B eine 
geringe Abnahme (83,1 bis 92,5 mg-°%,, mit Reduktionswerten ent- 
sprechend 3,6 bis 4,0 mg-% Glucose), wahrend in allen Extrakten der 
Gehirnportionen A Kreatin fast den gleichen Wert von 90,1 bis 98,4 mg-°,,, 
mit Reduktionswerten, die 3,9 bis 4,2 mg-°, Glucose entsprachen, 
aufwies. Hieraus scheint mir hervorzugehen, daB in der Gehirnportion B, 
die etwa 15 bis 30 Minuten nach dem Tode bei 37°C unter anaeroben 
Jedingungen liegen blieb, sich nur wenig Kreatin in Kreatinin um- 
wandelte. Bei Kochen der verschiedenen Extrakte in 10°,iger Salz- 
siure nahm das Kreatinin (Nr. VIIT der Tabelle Il) sowohl bei A 
als auch bei B in fast gleicher Weise bis auf 71,6 bis 80,0 mg-°%, zu; 
die entsprechenden, als Glucose berechneten Reduktionswerte waren 
27,2 bis 30.4 mg-%%. 

Um die reduzierenden Substanzen im  Gehirnalkoholextrakt 
selbst sowie im hydrolysierten Extrakt nach Méglichkeit zu identifi- 
zieren, stellte ich aus den Tabellen I und IL den Gesamtreduktionswert, 
den Zuckergehalt, den Reduktionswert des Kreatinins und des Kreatins 
im Extrakt und im hydrolysierten Extrakt in den Tabellen IIT und IV 
zusammen. Bei den unter verschiedenen oben genannten Bedingungen 
getéteten Kaninchen wurden, wie aus Tabelie IIL ersichtlich, im Gehirn- 
extrakt Gesamtreduktionswerte von 27,8 bis 50,4 mg-%, (berechnet als 
Glucose) festgestellt. Nach Abzug der durch freien Zucker, Kreatinin 
und Kreatin bedingten Reduktionswerte blieb ein sogenannter Re- 
duktionswert iibrig, der in allen Extrakten zwischen 15,9 und 21,6 mg-°, 
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Tabelle 1V. 


Durchschnittswerte der nach Hydrolyse der Alkoholextrakte von Kaninchen- 


gehirnen darin gefundenen reduzierenden Substanzen in mg-”,, (Extraktion 
mit 66° ig. Alkohol). 








Nach Hydrolyse des Extrakts IV — (VI + XI) 

7 . Durch sonstige, mit 

Vort Zeitpunkt 7 IV vi xt Zucker u. Kreatinin 

orbehandlung nach Gesamt- Reduktions- nicht identische Sub 

der Versuchstiere dem Tode Teduktions- Zucker- | wert des | stanzen bedingter 

wert, als gehalt Kreatinins, sog. Restreduktions 
Glucose als Glucose wert 

berechnet berechnet 

Normale Tiere A 1'18” 68.4 29.5 27,7 11,2 
(10 Falle) B 19’ 18" 70,7 28,9 27,4 14,4 
Mit Luminal vergif- A_ 1’ 27” 73,2 29,5 28,6 15,1 
tete Tiere (10 Falle) B 17’ 57” 66,3 28.5 29,0 8.8 
Im Strychninkrampf A 1°44” 71,1 23,9 30,3 16.9 
getotete Tiere B 31’ 31" 74,1 24,7 30,4 19,0 
Insulinisierte Tiere A _ 1’ 28” 69,6 26,3 28,2 14,1 
B 34’ 16" 71,3 24.4 27,2 19,7 


lag; auf welche Substanzen er zuriickzufiihren ist, entzieht sich noch 
der Feststellung. Der nach 40 Minuten langem Kochen verschiedener 
Extrakte in 10° iger Salzsiure gefundene Gesamtreduktionswert 
(siehe Tabelle IV, Spalte IV) bewegte sich zwischen 66,3 und 74,1 mg-°, 
(berechnet als Glucose), also in sehr engen Grenzen. Nach Abzug der 
auf Zucker und Kreatinin zuriickzufiihrenden Zahlen wurden sogenannte 
Restreduktionswerte von 8,8 bis 19,7 mg-% errechnet, also wenig 
differierende GréBen. 

Ferner fand sich im Alkoholextrakt des Kaninchenhirns (Extrak- 
tion mit 66 % ig. Alkohol) eine Galaktose enthaltende Substanz, wie durch 
den Nachweis von Schleimséure im Extrakt nach der T'ollensschen 
Methode (25) nachgewiesen wurde. Bei dieser Substanz handelt es 
sich aber jedenfalls nicht um freien Zucker. 


1. Uber den Kohlenhydratstoffweehsel im Gehirn. 


1. Man kann auf Umwandlung des Zuckers in Milchséiure daraus 
schlieBen, daB bei einer bedeutenden Steigerung des Gehalts an freiem 
Zucker, wie sie im Gehirn (Portion A) mit Luminal in tiefen, dauernden 
Schlaf versenkter Kaninchen (in zehn Fallen der Tabelle I) gefunden 
wird, der Milchsiuregehalt, wie schon erwahnt, auffallend herabgesetzt 
ist, und daB umgekehrt bei Abwesenheit von Zucker im Gehirn (A) 
von strychninisierten und hungernden Kaninchen der Milchsaure- 
gehalt ungefihr entsprechend dem Zuckergehalt erhéht ist. Aus diesem 
Befund geht hervor, daB es sich bei dem freien Zucker um Glucose 
handelt. 
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Es fragt sich nun, in welcher Weise beim Kaninchen unter den 
oben genannten Bedingungen freier Zucker (Glucose), Glykogen und 
Milchséure in den Gehirnportionen A und B umgesetzt werden. Es 
ist bekannt, daB alle Saugetiergewebe aerob aus der Milchsiure Glucose 
und Glykogen aufbauen und umgekehrt anaerob durch Abbau von 
Glucose und Glykogen Milchsiure bilden (12 bis 21). 


Da beim mit Luminal vergifteten Kaninchen durch die Wirkung des 
Luminals der Stoffwechsel der Gehirnzellen gehemmt wird, so nimmt der 
Sauerstoffbedarf der Zellen in gewissem Grade ab, und als Folge davon 
entsteht ein relativer UberschuS an Sauerstoff in den Zellen. Bei diesem 
relativen Uberschu8 an Sauerstoff dient die Milchséure in vivo zur Bildung 
von Glucose, deren bedeutende Zunahme dadurch verursacht wird; dabei 
kommt es, wie man aus der Tabelle I (an zehn Fallen von Luminalvergiftung) 
sieht, zu einer auffallenden Verminderung des Milchséuregehalts. Infolge 
der Zunahme der Glucose wird auBerdem gleichzeitig Glykogen gebildet, 
das denn auch, wie man aus der Tabelle I (an zwei Fallen derselben) sieht, 
in deutlich vermehrter Menge gefunden wird. Unter den anaeroben Be- 
dingungen des Gehirnteils B verwandelt sich die in vermehrter Menge vor- 
handene Glucose und das Glykogen umgekehrt rasch in Milchséure, deren 
Menge daher auffallend zunimmt. 

Da sich beim Strychninkrampf und im Hungerzustand der Gehirn- 
zucker in vivo in Milchséure umwandelt, so erhéht sich, wie man aus Ta- 
belle I ersieht, der Milchséuregehalt im Gehirnteil A ungefaéhr in der dem 
Zuckergehalt entsprechenden Menge. Dabei wird das Gehirnglykogen im 
Gegensatz zu dem Glykogen anderer Gewebe nicht gespalten und bleibt 
in fast normaler Menge erhalten. Daher weist die Milchséiure unter den 
anaeroben Bedingungen des Gehirnteils B hier einen ungeféhr normalen 
Wert auf. ‘ 

Da beim insulinisiertén Kaninchen die Giykolyse und Glykogenolyse 
im Gehirn ebenso gehemmt wird wie in anderen Geweben, so wird die 
Gehirnglykose zu Gehirnglykogen synthetisiert, und das Glykogen wird, 
wie man in der Tabelle I sieht, auch unter den anaeroben Verhaltnissen 
des Gehirnteils B nicht gespalten. Daher findet sich keine Glucose im 
Gehirnteil A und weist der Milchséuregehalt in beiden Gehirnteilen A 
und B eine auffallende Verminderung auf. 


Es ist klar, daB beim Kaninchen die Muttersubstanzen der im Gehirn- 
teil B unter anaeroben Bedingungen in erhéhter Menge auftretenden Milch- 
siure aus der Glucose und dem Glykogen stammen (s. Tabelle V). Aus 
diesem Befund scheint mir hervorzugehen, daB beim Kohlenhydratstoff- 
wechsel des Gehirns Glucose, Glykogen und Milchséure eine ebenso wichtige 
Rolle spielen wie in den Muskeln. 

2. Es erscheint uns zunachst unverstandlich, weshalb nach Hydro- 
lyse des Gehirnextrakts von normalen und mit Luminal vergifteten 
Kaninchen der Zuckergehalt (Nr. VI der Tabelle 1) in allen Fallen 
den fast konstanten Durchschnittswert von 28,5 bis 29,5 mg-°% auf- 
weist, unabhangig davon, ob der freien Zucker enthaltende Gehirnteil A 
oder der zuckerfreie Gehirnteil B das Ausgangsmaterial liefert. Doch 
kénnte diese Erscheinung, wenn auch hypothetisch, folgendermaSen 
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Tabelle V. 


Der Umsatz von Milchsaéure einerseits und Glucose sowie Glykogen anderer 
seits in der Portion B des Kaninchengehirns (in mg-°,,). 





I II Ill I — (1 + Il) 
B—A A A—B Die aus 
Zunahme Mengedesim Abnahmedes Lactacidoge: 
Vorbehandlung der Versuchstiere der Gehirnteil B Glykogens im usw. 
Milchséure verschwin- Gehirnteil B roduzierte 
} i denden | (in Glucose Milchsd&ure im 


im 
Gehirnteil B Zuckers umgerechnet) Gehirnteil B 


Normale Tiere (3 Fille). . . . 51,0 13,4 9,1 28.5 
Luminalvergiftete Tiere (2 Falle) 849 | 24,1 47,4 13,4 
Strychninisierte Tiere. . . . . 39,9 ai 16,1 21,7 
Insulinisierte Tiere... .. . 19,2 0 2.0 17,2 
Hungernde Tiere. ...... 18,9 3,3 17,4 0 


Zusammengestellt aus der Tabelle I. 


erklart werden: Wird freier Zucker im Gehirnteil B anaerob in Milch- 
séure umgewandelt, so kann man annehmen, da hier gleichzeitig Hexose- 
diphosphorsaureester in einer dem Zucker etwa aquimolekularen Menge 
gebildet wird, ebenso wie das in den Muskeln geschieht (18 bis 24). 
Wahrend dieser Di-Ester selbst im Gehirnextrakt B nur eine geringe 
Reduktionswirkung ausiibt, wiirde er durch Hydrolyse in Phosphat 
und Glucose, die in einer dem freien Zucker ungefahr aquimolekularen 
Menge auftreten miBte, gespalten werden. Daher miiBte nach der 
Hydrolyse des Extraktes sowohl beim Gehirnextrakt A, in dem freier 
Zucker vorhanden ist, als auch beim Extrakt B, in dem der Zucker 
fehlt, immer fast der gleiche Zuckerwert gefunden werden. 

Entsprechend den mitgeteilten Tatsachen zeigt der durch Hydrolyse 
gebildete Zucker (Spalte VI—III der Tabelle I) in dem zuckerhaltigen 
.Extrakt A von normalen und mit Luminal vergifteten Kaninchen 
einen relativ niedrigen Wert (15,2 und 8,6 mg-%); in den ibrigen 
Fallen betragt seine Menge sowohl im Gehirnteil A als auch im Gehirn- 
teil B fast konstant 22,8 bis 26,3 mg-%. 


IV. Uber die Héhe des sogenannten echten Blutzuckers beim Kaninchen 
unter verschiedenen Bedingungen. 
Der sogenannte echte Blutzucker wurde bei Kaninchen, die unter 
den oben genannten Bedingungen untersucht wurden, nach der in 
meiner ersten Mitteilung beschriebenen Methode bestimmt. 


Beim normalen, bei dem mit Luminal vergifteten und dem mit Ather 
narkotisierten Kaninchen wurden das Carotisarterien-, Femoralvenen- und 
Sinusvenenblut getrennt untersucht. Beim strychninisierten Kaninchen 
wurde nur das Carotisarterienblut und beim insulinisierten Kaninchen nur 
das Ohrvenenblut verwendet. Das als Vollblut verarbeitete Blut wurde 
nach der Methode von Folin und Wu enteiweiBt. 
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Wie aus Tabelle VI zu ersehen ist, wurde in 100 cem Carotisblut des 
normalen und des mit Luminal vergifteten Kaninchens ein Reduktionswert 
yon 157,4 bzw. 148,5 mg gefunden, wovon 124,2 bzw. 115,5mg auf den 
sogenannten echten Blutzucker entfielen. In 100 ccm Femoralvenenblut 
betrug der Reduktionswert 133,9 bzw. 130,6 mg. wovon 105,0 bzw. 101,5 mg 
vom echten Blutzucker bestritten wurden. In 100 ccm Sinusvenenblut 
fand sich der Reduktionswert von 133,2 bzw. 144,5 mg, wovon 95,4 bzw. 
117.0 mg auf den echten Blutzucker zuriickzufiihren waren. Bei dem im 
Strychninkrampf getéteten Tiere betrug der Reduktionswert in 100 cem 
Arterienblut 179,1 mg, davon entfielen auf den echten Blutzucker 117,0 mg. 
Wenn auch unter den oben genannten drei Versuchsbedingungen der Gehalt 
an sogenanntem echten Blutzucker im Arterienblut etwas niedriger ist als 
im Venenblut, so zeigte es sich doch, da8 er fiir die gleiche Blutart in allen 
Fallen fast konstant war, wahrend der Gehirnzucker bei der Luminal- 
vergiftung bedeutend anstieg und beim Strychninkrampf auf Null absank. 
Bei dem mit Ather narkotisierten Kaninchen wurde sowohl im Arterienblut 
als auch im Venenblut eine deutliche Zunahme des echten Blutzuckers 
beobachtet ; er betrug hier in 100 cem Arterienblut 177,8 mg und in 100 cem 
Venenblut 137,4 mg. Beim insulinisierten Kaninchen sank der Reduktions- 
wert von 100 cem Ohrvenenblut bis auf 69,3 mg, wovon nur 30,6 mg auf 
den echten Blutzucker entfielen. Wurde das enteiweiSte Blut in 0,2°. iger 
Natriumcarbonatlésung etwa 30 Minuten lang gekocht, so betrug der danach 
bestimmte sogenannte Restreduktionswert immer fast konstant etwa 31 
bis 50 mg-%. 


Tabelle VI. 


Gesamtreduktionswert und sogenannter echter Blutzucker in 100 ccm 
Arterien- und Venenblut beim Kaninchen in Milligramm (im Mittel). 











In 100cem Carotis- In 100 cem In 100 ccm 
arterienblut Femoralvenenblut Sinusvenenblut 
le »| § s = s s| & 
£iz ©& = tis = is = = 
F o 1/5 co 2 Ss 5 = 215 © ° 
Vorbehandlung ‘3s |S «w S Bic S ,B ic 2 e 
ae Saeed =s2 is 3s oa E2 3 gais § + 
der Versuchstiere Es |< .2 = ae = G2 (- 2 wes 
= o= . = - c- = a Oe. >= 
os | & va ~ is ™ or it w we 
Os |= ts] 2 | OS | » SOs |F 3 ff 
tite = = & = Sites = 
Eis « 5} Ss is 3S eifa 4 
eS s ® = ® Se ® 





Normale Kaninchen . . 157,4 41,5 124,2 133,9 36,1 105.0 133.2 40.6 
Luminalvergiftete Tiere 148,5 33,4 115,9 130,6 32,4 101,5 144.5 30,9 117,0 
Strychninisierte Tiere . 179,1 62,0 117,0 


=) 
1ot 
= 


Insulinisierte Tiere . . 69,3) 39.0 30.6 
Mit Ather narkotisierte 
Tiere . ..... . 2096 49,9 177,8 170,0 42,9 137.4 172,2 428 139.6 


VY. SechluBfolgerungen. 


Die Ergebnisse meiner Versuche fasse ich folgendermaBen kurz 


zusammen : 

1. Wahrend der Glykogengehalt im Gehirn des normalen Kanin- 
chens etwa 4 Minuten nach dem Tode (in dem kurz mit A bezeichneten 
Gehirnteil) 33,1 mg-%, als Glucose berechnet, betrigt, sinkt er etwa 
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15 Minuten nach dem Tode (in der mit B bezeichneten Gehirnportion 
auf 24,0mg-% ab. Auch beim Strychninkrampf und im Hunger- 
zustand weist er fast dieselben Werte auf wie beim normalen Kaninchen 
Bei der Luminalvergiftung steigt er in der Gehirnportion A bis au! 
81,8 mg-% (als Glucose berechnet) und geht im Gehirnteil B aut 
24,4 mg-% herunter. Beim insulinisierten Kaninchen (ohne Krampf 
betragt er im Gehirnteil A 45,3 mg-°% und zeigt auch im Gehirnteil B 
fast kein Absinken. 

2. Wahrend im Alkoholextrakt (in 66°%,igem Alkohol bei etwa 
10°C etwa 22 Stunden lang extrahiert) des normalen Kaninchen- 
hirns, welches nach dem Tode innerhalb etwa 1,5 Minuten heraus- 
genommen wurde (Gehirnportion A), der Gehalt an freiem Zucker 
(Glucose) 13,4 mg-% (in zehn anderen Fallen 14,2 mg-% im Mittel) 
betragt, verschwindet er im Gehirn, das nach dem Tode bei 37° C etwa 
10 Minuten liegen blieb (Gehirnportion B). Bei der Luminalvergiftung 
betragt er im Gehirnteil A 24,1 mg-% (in zehn anderen Fallen 21,0 mg-°,, 
im Mittel) und verschwindet im Gehirnteil B. Beim strychninisierten, 
beim insulinisierten und beim hungernden Kaninchen ist freier Zucker 
weder im Gehirnteil A noch in B vorhanden. 

3. Wahrend in der Portion A des normalen Kaninchengehirns 
72,6 mg-°% Milchsiure (in zehn anderen Fallen 71,5 mg-°, im Mittel) 
gefunden wird, nimmt der Milchsdéuregehalt in der Portion B bis auf 
123,6 mg-% (in zehn anderen Fallen 115,1 mg-°% im Mittel) zu. Bei 
der Luminalvergiftung betrigt er im Gehirnteil A (hier 2 Minuten nach 
dem Tode) 87,4 mg-% (in zehn anderen Fallen im Gehirn etwa 1,5 Mi- 
nuten nach dem Tode 56,8 mg-% im Mittel) und weist im Gehirnteil B 
eine bedeutende Zunahme auf 172,3 mg-% (in zehn anderen Fiillen 
134,3 mg-% im Mittel) auf. Beim Strychninkrampf und im Hunger- 
zustand findet sich 87,1 bzw. 90,5 mg-°%, Milchsiure im Gehirnteil A. 
wahrend der Milchsiuregehalt im Gehirnteil B 127,0 bzw. 109,4 mg-°, 
betragt. Beim insulinisierten Kaninchen nimmt der Milchsiuregehalt 
im Gehirnteil A bis auf 52,5 mg-% und im Gehirnteil B bis auf 
71,7 mg-% ab. Hieraus ist zu ersehen, daB die Zunahme der Milchsaure 
im Gehirnteil B ohne weiteres auf das Verschwinden des freien Zuckers 
und auf die Verminderung des Glykogengehalts bezogen werden kann. 

4. Aus dieser letzteren Feststellung und aus dem Umstand, dal 
beim Strychninkrampf und im Hungerzustand der freie Zucker des 
Gehirns sich in vivo in Milchsiure umwandelt, kann meiner Meinung 
nach der SchluB gezogen werden, daB beim Kohlenhydratstoffwechse! 
im Gehirn Glucose, Glykogen und Milchsiure dieselbe wichtige Rolle 
spielen wie in den Muskeln. 

5. Unter allen oben genannten Bedingungen findet sich beim 
Kaninchen in den Alkoholextrakten (bei etwa 10°C extrahiert) vom 
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Gehirnteil A 7,9 bis 13,1 mg-°% Kreatinin mit einem Reduktionswert, 
der 3,0 bis 5,0 mg-% Glucose entspricht, wahrend in den verschiedenen 
Extrakten vom Gehirntcil B der Kreatiningehalt eine geringe Zunahme 
auf 9,5 bis 17,4 mg-°, aufweist. In den verschiedenen Extrakten des 
Gehirnteils B zeigt dagegen Kreatin eine geringe Abnahme auf 83,1 
bis 92,5 mg-%, wahrend in den Extrakten der Gehirnportion A der 
Kreatingehalt in fast konstanter Weise 90,1 bis 98,4 mg-°, betragt 
und eine Reduktionswirkung bedingt, die 3,9 bis 4,2 mg-°%, Glucose 
entspricht. Hieraus scheint zu folgen, daB unter den anaeroben Be- 
dingungen, die in der Gehirnportion B herrschen (sie bleibt nach dem 
Tode bei 37°C etwa 15 bis 30 Minuten lang liegen), sich nur wenig 
Kreatin in Kreatinin umwandelt. 

6. In den verschiedenen oben genannten Extrakten findet sich 
ein Gesamtreduktionswert von 27,8 bis 50,4 mg-°,, berechnet als 
Glucose. Nach Abzug der Zahlen, die auf den freien Zucker, auf Krea- 
tinin und auf Kreatin bezogen werden miissen, bleibt der sogenannte 
Restreduktionswert iibrig, der in allen Extrakten fast gleichmabig 
15,9 bis 21,6 mg-% betrigt; die ihn bedingenden Substanzen sind 
noch unbekannt. 

7. Nach Hydrolyse de: verschiedenen Extrakte nimmt der Zucker- 
gehalt deutlich zu; er erreicht dabei fast immer den Wert 23,9 bis 
29,5 mg-°%. Der durch Hydrolyse gebildete Zucker weist bei der (freien 
Zucker enthaltenden) Gehirnportion A von normalen und mit Luminal 
vergifteten Kaninchen den niedrigen Wert von 15,2 bzw. 8,8 mg-°% 
auf, in den iibrigen Fallen aber 21,8 bis 25,6 mg-%. 

8. Nach 40 Minuten langem Kochen der verschiedenen Extrakte 
in 10%iger Salzsiure betrigt der Gesamtreduktionswert fast immer 
66,3 bis 74,1 mg-%, berechnet als Glucose. Nach Abzug des vom 
Zucker und vom Kreatinin herriihrenden Wertes bleibt der nur geringe 
Schwankungen aufweisende sogenannte Restreduktionswert tbrig, der 
8,8 bis 19,7 mg-°, Glucose entspricht. 

9. Im Alkoholextrakt des Kaninchenhirns (Extraktion mit 
66°,igem Alkohol) findet sich eine Galaktose enthaltende Substanz, 
die mit dem schon erwahnten freien Zucker nicht zu verwechseln ist. 

10. Beim normalen und mit Luminal vergifteten Kaninchen 
findet sich in 100 ccm Carotisarterienblut (nach der Methode von 
Folin und Wu enteiweiBt) ein Reduktionswert von 157,4 bzw. 148,5 mg, 
wovon 124,2 bzw. 115,9mg auf den sogenannten echten Blutzucker 
entfallen. In 100 cem Femoralvenenblut betrigt der Reduktionswert 
133,9 bzw. 130,6 mg, wovon auf den echten Blutzucker 105,0 bzw. 
101.5 mg entfallen. In 100 ccm Sinusvenenblut findet sich der Re- 
duktionswert von 133,2 bzw. 144,5 mg, wovon 95,4 bzw. 117,0 mg vom 
echten Blutzucker bedingt sind. Beim Strychninkrampf betragt der 
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Reduktionswert von 100 ccm Arterienblut 179,1 mg, wovon 117,0 mz 
auf echten Blutzucker entfallen. Hieraus ist ersichtlich, daB unter de) 
oben genannten drei Versuchsbedingungen der Gehalt an sogenannte) 
echtem Blutzucke: fiir dieselbe Blutart fast konstant ist, wenn ©: 
auch im Arterienblut etwas niedriger ist als im Venenblut. 

Bei dem mit Ather narkotisierten Kaninchen wird sowohl im 
Arterienblut als im Venenblut eine bedeutende Zunahme des echten 
Blutzuckers beobachtet, der in 100 cem Arterienblut 177,83 mg und 
in 100 cem Venenblut 137,4 mg erreicht. Beim insulinisierten Kaninchen 
sinkt der Reduktionswert in 100 ccm Ohrvenenblut bis auf 69,3 mg 
ab, wovon nur 30,6 mg auf echten Blutzucker entfallen. 

Der nach etwa 30 Minuten langem Kochen des enteiweiBten Blutes 
in 0,2°%,iger Natriumearbonatlésung nachzuweisende sogenannte Rest- 
reduktionswert bewegt sich fast immer zwischen etwa 31 und 50 mg dl. 


(Dieses Manuskript wurde am 31. Oktober 1931 abgeschlossen. ) 
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Gewinnung und enzymatische Hydrolyse 
von I- und d,1-Di-fenchyl-pyro-phosphorsaure. 


Von 
Eiji Ochiai (Tokio). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 11, Juli 1932.) 


Friher ist bereits gezeigt worden, daB Pyro-phosphorsaure-ester der 
fermentativen Spaltung unterliegen. Diese Befunde! sind an Salzen 
der Di-aryl-pyro-phosphorsiuren erhoben. Als zerlegbar haben sich 

sn 

die neutralen Salze vom Bau nt ons a -O erwiesen (R bedeutet 
die Gruppe eines Phenols oder Homologons). Fiir entsprechendeVertreter 
der hydroaromatischen Reihe ist ein solcher Vorgang bisher nicht bekannt 
geworden. Wohl steht fest?, daB die Reichweite der Phosphatase groB 
ist, indem primare und sekundare Ortho-phosphorsiure-ester*® aus 
der aliphatischen, aromatischen und hydroaromatischen Gruppe sowie | 
die salzbildenden Di-aryl-pyro-phosphate durch Phosphatase hydro- 
lysierbar sind, und zwar die niedrigen wie hohen Glieder der betreffenden 
Reihen. K. P. Jacobsohn und J. Tapadinhas* haben jedoch auch 
zwei bemerkenswerte Ausnahmen von diesem scheinbar regelmaBigen 
Verlauf konstatiert; diese Autoren haben entdeckt, daB die Menthol- 
phosphorsiure-ester (ortho- und pyro-) gegen Phosphatase verschie- 
denster Herkunft resistent sind. 

Um einen weiteren Beitrag sowohl zur Frage nach der fermen- 
tativen Zerlegung hydroaromatischer Phosphorsaiure-derivate als nach 


1 CO. Neuberg u. J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926; C. Newberg 
u. K. P. Jacobsohn, ebenda 199, 498, 1928; A. P. Jacobsohn u. F. B. Pereira, 
C. r. soc. biol. 107, 93, 1168, 1170, 1931; Y. Imanishi, diese Zeitschr. 247, 


406, 1932. 
2 C. Neuberg u. K. P. Jacobsohn, a. a. O. 
3 Nicht aber tertiare Ester. 
* K. P. Jacobsohn u. J. Tapadinhas, diese Zeitschr. 230, 304, 1931. 
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der Angreifbarkeit von Pyro-phosphorsiure-estern iiberhaupt zu er- 
bringen, habe ich die entsprechenden Abkémmlinge des /-Fenchols 


und d,l-Fenchols synthetisch bereitet. Es hat sich ergeben, daB dic 


in Form der Natriumsalze angewendeten Verbindungen (l- sowie d, |- 
der Formel 
Co Hy; OO 


0 (C9 Hy7z)o Po O7 Nay 


CyoH,;0—~ 


unter dem Einflu8 der Phosphatase in die letzten Komponenten zer- 
fallen. Beide Substrate werden verhaltnismaBig langsam zerlegt. Der 
schlieBlich erzielte Spaltungsgrad war fiir beide Substanzen kaum 
verschieden; er betrug 56 bis 57%. Im Einklang mit den friiher an 
d, l-amyl- sowie d, l-bornyl-phosphorsauren Salzen gemachten Beob- 
achtungen! vollzog sich die fermentative Hydrolyse im Falle des d, l-di- 
fenchyl-pyro-phosphorsauren Natriums asymmetrisch; ich erhielt namlich 
einen Fenchylalkohol, der zu rund 50% optisch aktiv, und zwar 
lavogyr war. 


Der Umfang der Verseifung, bei der Ortho-phosphat entsteht, 
wurde in iiblicher Weise an Hand der in Freiheit gesetzten Menge 
Phosphorsiure verfolgt. Beziiglich des alkoholischen Paarlings be- 
schrinkte ich mich darauf, am SchluB der Versuche den Alkohol in 
Substanz zu isolieren. Der enzymatisch gewonnene 1-Fenchylalkohol 
kristallisierte direkt aus dem mit Wasserdampf erhaltenen Destillat 
bei zwélfstiindigem Stehen im Eisschrank. Der partiell aktivierte, aus 
dem Racemkérper hervorgegangene Fenchylalkohol erstarrte nur 
teilweise, und zwar nach mehrtagiger Aufbewahrung bei 0°. 


Das Drehungsvermégen wurde an dem in Petrolither gelésten 
hydroaromatischen Spaltungsprodukt ermittelt. 


Zur sicheren Jdentifizierung desselben stellte ich noch den sauren 
Phthalester dar, der durch azidimetrische Titration sowie scharf 
stimmende C- und H-Analysen charakterisiert wurde. — 


Die mitgeteilten Ergebnisse lehren, daB die Salze der Di-fenchy|- 
pyro-phosphorsaéure, also hydroaromatische Substrate, enzymatisch 
zerlegt werden und da8 die Hydrolyse des Racemats in Ubereinstimmung 
mit allen Erfahrungen asymmetrisch verliuft. 


1 CO. Neuberg, J. Wagner u. K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 188, 227, 
1927; 199, 498, 1928; A. Gualdi, ebenda 205, 320, 1929; M. Kuroya, ebenda 
225, 452, 1930. 
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er- Fenchylalkohol (I) steht, wie bekannt, dem isomeren Borneo] (II) 
vols sehr nahe; es besitzt eine ganz andere Konfiguration als das um zwei 
die H-Atome reichere Menthol (ITI). 
I) H,¢—CH C (CHg)g H, C—C H———CH, 
| | 
CH, C(CHs)3 | 
H, C—C (CHy)—CH (OH) H, C—C (CH,)—CH (OH) 
I. Il. 
— ee 
( Hs .CH~ oy CH, H.CH(CHs), 
III. 
er- 
Jer Damit hingt wohl auch der Umstand zusammen, dab die beiden bi- 
am zyklischen Verbindungen sich in bezug auf das Enzym ahnlich verhalten. 
an Keine Versuche habe ich dariiber ausgefiihrt, ob das von mir 
»b- verwendete Ferment (Taka-phosphatase) eine spezifische Pyro-phospha- 
chi - tase enthalt, und ich verweise beziiglich dieses Punktes auf die Arbeiten 
ich von E. Jacobsen' und K. Rurata?. 
rar 
Versuchsteil. 
ht, I. Gewinnung der Phosphorsiure-ester des l-Fenchylalkohols und 
ge d, 1-Fenchylalkohols. 
“4 Die Darstellung der Fenchyl-phosphorséure-ester geschah in An- 


lehnung an die Vorschriften von C. Neuberg, J. Wagner und K. P. Jacob- 
101 sohn (I. ¢.). 
lat 1. l-Fenchylalkohol. 


63 g Phosphoroxychlorid wurden unter starker Eiskiihlung tropten- 
ur weise mit 250 cem trockenem Pyridin versetzt; zu dieser Mischung wurden 

43 g 1-Fenchylalkohol, die in 20 cem Pyridin gelést waren, unter héiufigem 

Schiitteln tropfenweise hinzugegeben. Das zum Teil aus einem Brei weiBer 
en Nadeln bestehende Reaktionsprodukt wurde iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt und alsdann unter guter Kiihlung mit 40° iger 
Kalilauge portionsweise alkalisiert. Darauf wurde mit Wesser verdiinnt, 
: wobei eine hellgelbe Fliissigkeit entstand. Aus dieser wurde mit 25” ,iger 
rt Schwefelsiure die freie Fenchyl-phosphorséure ausgefallt und der halbfeste 
Niederschlag mehrmals mit Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten 
und von festen, nicht weiter gepriiften Bestandteilen abfiltrierten Chlioro- 


‘1. form-ausziige wurden nach dem Trocknen iiber gegliihtem Natriumsulfat 
ch abgedampft. Der aus einem orangegelben Sirup bestehende Riickstand 
1g wurde in n Kalilauge gelést (Reaktion: phenolphthalein-alkalisch), die 


Fliissigkeit durch Einleiten von Kohlendioxyd gegen den Indikator neutral 
gemacht und darauf drei- bis viermal mit Ather ausgezogen. Beim 
Austreiben des gelésten Athers aus der wisserigen Schicht durch einen 


la 1 EF. Jacobsen, diese Zeitschr. 242, 292, 1931. 
2 K. Kurata, J. of Biochem. 14, 27, 1931. 
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kraftigen Luftstrom wurde eine reichliche Menge wei®Ber Nadeln (Kaliun.- 


salz) ausgeschieden!. 
Die Lésung wurde nunmehr mit 25°,iger H,SO, angeséuert und mit 


Ather ausgeschiittelt. Der atherische Extrakt wurde iiber Na,SO, ge- 


trocknet und abgedampft. Der orangegelb gefarbte Riickstand wurde i: 
Vakuumexsikkator iiber Paraffin getrocknet. Die dabei sich stark auf- 


blahende Masse wurde mit kaltem Petrolather digeriert, wobei weihe 


Nadeln zuriickblieben. (Fraktion A: 8 g.) 

Die petrolatherische Mutterlauge wurde nochmals verdunstet und im 

Vakuum getrocknet. (Fraktion B: 20 g.) 
Fraktion A. 

Die Gesamtsubstanz wurde in méglichst wenig Benzol gelést und mit 
etwa dem doppelten Volumen Aceton versetzt, wobei langsam weiBe, seiden- 
artige Nadeln ausfielen. Nach mehrmaligem Umkristallisieren schmolz 
die Substanz bei 176° unter Zersetzung. 

[x]}? = — 13,92° (in Methanol) 
(a = — 0,65°, 1 = 1, c = 4,67). 

Titration: (Phenolphthalein als Indikator). 

0,1147 g¢ Substanz verbrauchten 5,0ccm n/10 NaOH. 

(CyoHy7)2P20;H,. Ber.: Molekulargewicht = 450,4; 


gef.: ‘ = 458.8. 
0.1977 g Substanz gaben 0,0981 g Mg,P,O,. 
O,3888 mg ., »  7.730mg CO, und 2,82 mg H,O. 
(Cyo Hy7)oP2O0;H2. Ber.: P = 13,78°,, C = 53,29%, H = 8,06°,; 
(450,37) gef.: P = 13,83%, C = 54,22%, H 8,12 %. 


Fraktion A ist somit als l-Di-fench yl-pyro-phosphorsdure anzusprechen. 
(Vgi. die scharf stimmende Analyse des entsprechenden Racemats 8. 189.) 

Die nach dem Umlésen der Pyrophosphat-Fraktion A gewonnene 
Mutterlauge erstarrte nach dem Verdunsten des Lésungsmittels (Benzol- 
Aceton) zu einer kristallinen Masse (Fraktion C). 


Fraktion B. 

Die gesamte Menge wurde in Petrolather gelést; beim Einleiten von 
‘NH,-Gas schied sich eine weiBe, pulverige Kristallmasse ab, die im Vakuum- 
exsikkator getrocknet wurde. 

Ein Teil des (sauren) Ammoniumsalzes wurde in Alkohol gelést und 
durch alkoholische Silbernitrat-lésung als Silbersalz ausgefallt; dasselbe 
wurde mit Alkohol, darauf mit Wasser gewaschen und im Vakuum zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,3130 g Substanz lieferten 0,1322g AgCl und 0,1032g¢ Mg,P,0O;. 

CyoH,;PO,HAg. Ber.: Ag = 31,63°., P = 9,10°.; 
(341,06) gef.: Ag = 31,79%, P'= 9,19%. 

Nach etwa achttigigem Aufbewahren wurde die Hauptmenge der 

Substanz mit verdiinnter H,SO, zerlegt und mit Ather ausgeschiittelt. 


' Die abfiltrierte Verbindung wurde in verdiimnter Schwefelsaure 
suspendiert; nach Ausschiitteln mit Chloroform, Verdampfen des Solvens 
und Umlésung des Riickstandes durch Aufnehmen in Benzol und Zugabe 
von Aceton bis zur beginnenden Kristallisation erwies sich diese Substanz 
als Fenchyl-pyro-phosphorsaure. 
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Nach dem Trocknen iiber Na,SO, wurde der atherische Auszug verdampft ; 
dabei resultierte eine Kristallmasse, die nochmals in Ather gel6ést und mit 
etwa der fiinffachen Menge Aceton versetzt wurde. Nunmehr fielen weiBe 
seidenférmige Nadeln aus, die bei 175 bis 176° unter Zersetzung schmolzen. 

Bei der Mischprobe mit der Pyrophosphat-Fraktion A war keine 
Depression des Schmelzpunkts zu beobachten. Ausbeute etwa 15g. 

0,1014 g Substanz verbrauchten 4,5cem n/10 NaOH. 

(CygHiz)2P20;He. Ber.: 4,5ceem n/1l0 NaOH. 
(450,37) 
Fraktion C. 

Das Material wurde mit Ligroin behandelt, die zuriickbleibenden 
Kristalle wurden abgesaugt. Ausbeute: 2g. F. 181° unter Zersetzung. 

Die Kristalle wurden in wenig Ather gelést und mit Ligroin vermischt, 
wobei sich feine Nadeln absetzten. F. 181 bis 182° (unter Zersetzung). 


[x}% = — 14,17° (in Methanol) 

(a = — 0,53°, 1= 1, c 3,74). 
0,1627 g Substanz verbrauchten 11,25ccm n/10 NaOH. 
0,1728 g - gaben 0,0794 ¢g Mg,P,O; = 12,81°,, P. 


Die Substanz, die wohl Mono-fenchyl-orthophosphat enthielt, unter- 
schied sich deutlich von dem ]-Di-fenchyl-pyro-phosphat durch ihre erheb- 
liche Léslichkeit in Aceton. 


2. d, l-Fenchylalkohol. 


Die Darstellung der d, ]-Fenchylalkohol-phosphorséure-ester geschah 
wie die der 1-Verbindung. 

43 g d, 1-Fenchylalkohol, dessen optische Inaktivitat kontrolliert war, 
wurden mit 63 g POC], und 250 cem Pyridin zur Reaktion gebracht. Der 
Riickstand der Chloroformlésung, der die rohen Phosphorséure-ester ent- 
hielt, wurde im Vakuum getrocknet und direkt mit Petrolaéther behandelt. 
Hierbei wurden, weiBe Kristalle ausgeschieden, deren Menge 6g betrug 
(Fraktion A). Aus der Mutterlauge wurde durch Einleiten von NH,-Gas 
das Ammoniumsalz bereitet, das im Vakuumexsikkator zunachst getrocknet 
und dessen wasserige Lésung dann mit verdiinnter H,SO, zerlegt und 
ausgeaithert wurde. Der Ather-Riickstand bildete einen gelben Sirup, der 
im Vakuum nach anfanglichem Schaéumen zu einem festen Pulver erstarrte. 
Ausbeute 38g. (Fraktion B.) 


Fraktion A. 

Die Kristallmasse wurde mehrmals aus Benzol und Aceton um- 
kristallisiert. Seidenférmige Nadeln vom Schmelzpunkt 176° (unter Zer- 
setzung)'. 

0,1134 ¢ Substanz verbrauchten 4,95ccem n/10 NaOH. 

(CyoH7)2P20;H,. Ber.: 5,04cem n/l0 NaOH. 

0,1722 g Substanz gaben 0,0838 ¢ Mg, P,O;. 


4,851 mg rm - 9,490 mg CO, und 3,490 mg H,0O. 
(Cy Hy7)pP2O;,H,. Ber.: P = 13,78%, C = 53,29%, H = 8,06%; 
(450,37) gef.: P = 13,56%, C = 53,36%, H = 8,05". 


1 Der Schmelzpunkt von lavogyrer und optisch-inaktiver Di-fenchyl- 
pyrophosphorsaure war gleich (vgl. 5. 188). 
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Es lag also der d, 1-Di-fenchylester der Pyrophosphorsdure vor. 

Hervorzuheben ist die groBe Bestindigkeit der freien Di-fenchy|- 
pyro-phosphorséuren; diese Substanzen zersetzten sich, wenn sie rein 
sind, auch bei zweimonatiger Aufbewabrung in trockenem Zustande nicht. 


Fraktion B. 


Trotz Behandlung mit verschiedenen Lésungsmitteln gelang es nicht. 
das amorphe Pulver zur Kristallisation zu bringen. Ein Teil des Pulvers 
wurde in Petrolather gelést und mit Ammoniakgas als Ammoniumsalz 
gefallt, aus dem in alkoholischer Lésung durch alkoholisches Silbernitrat 
das ebenfalls amorphe Silbersalz bereitet wurde. Nach dem Waschen mit 
Alkohol und darauf mit Wasser wurde die Verbindung im Vakuum zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Nach den Analysen lag ein Gemisch vor, 
dessen Aufteilung ich nicht versucht habe. 


II. Enzymatische Hydrolysen. 


Fiir die Ferment versuche wurden beide freien Di-fenchy]-pyro-phosphor- 
séiiren in ihre in Wasser nur maBig léslichen Natriumsalze iibergefiihrt. 
Zu diesem Zwecke wurde jede der Saéuren in wasseriger L6sung unter Zusatz 
von etwa 2”,, Alkohol mit n/10 Natronlauge neutralisiert. Lésung erfolgte 
erst, wenn die Salzkonzentration nicht tiber 0,5°,, betrug; selbst in diesem 
Falle blieb jedoch eine geringfiigige Menge Natriumsalz ungeldst. 

Als Enzymmaterial verwendete ich nicht weiter gereinigte Taka- 
phosphatase japanischer Herkunft von Sankyo. 

Die Versuchslésungen, in denen das abgespaltene Phosphat bestimmt 
wurde, enthielten 1°,, der Fliissigkeitsvolumina an Toluol. In den An- 
saétzen, die zur Isolierung des in Freiheit gesetzten Fenchylalkohols dienten, 
konnte auf die Anwendung des Antiseptikums verzichtet werden, da 
wahrend der kurzen Versuchsdauer der entstehende Fenchylalkohol selbst 
hinreichend als Desinfizienz wirkte. 

Saémtliche Ansiitze wurden im Brutschrank bei 37° belassen. Als 
Kontrollen dienten e:nerseits wésserige Lé6sungen des Ferments und anderer- 
seits eine Lésung der di-fenchyl-pyro-phosphorsauren Natriumsalze in 
Wasser. 

; Das enzymatisch in Freiheit gesetzte Phosphat wurde kolorimetrisch 
ermittelt. 

Wie orientierende Versuche ergaben, wirkte das von mir benutzte 
Taka-enzym auf die Fenchyl-ester-salze gut bei po = 4,4 ein. Die Ver- 
suchslésungen wurden daher durch Zugabe von verdiinnter Essigséure 
auf dieses px eingestellt. Hierbei blieben die fermentfreien Substrat- 
lésungen unveraéndert. 

Ansatze. 
I. 5.0 g 1-Di-fenchyl-pyro-phosphorsaure als Natriumsalz in 1000cem, 
10,0 g Taka-phosphatase. 
II. 50,0 cem H,O, 
0,5 g Taka-phosphatase, 
0,5 g¢ 1-Fenchylalkohol'. 


* Hier wie im folgenden wurde zur Enzymlésung das erwartete 
Spaltungsprodukt Fenchylalkohol gefiigt, um in bezug auf etwaige Bindung 
des Enzyms an den hydroaromatischen Alkohol im Haupt- und Vergleich 
ansatz ahnliche Verhaltnisse zu schaffen. 
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Gewinnung u. Hydrolyse v. l- u. d, 1-Di-fenchyl-pyro-phosphorséure. 19] 


Ill. 3,5 g d, 1-Di-fenchyl-pyro-phosphorséure als Natriumsal]z in 
750 cem, 
3.5 g Taka-phosphatase. 
IV. 50,0 cem H,O, 
0.5 g Taka-phosphatase, 
0,5 g¢ d, 1-Fenchylalkohol. 


Das pu sémtlicher Ansatze war 4,4. 


Tabelle. 
!cem Versuchslésung enthielt 0,685 mg organisch gebundenen P. Die in 
den Ansaétzen IIT und TV allein vom Ferment abgegebenen P-Mengen sind 
von den in den Hauptansétzen I und III erhaltenen Werten abgezogen. 





I Hvdrolyse der Ill Hydrolyse det 
Zeit Abgespaltener P 1-Verbindung Abgespaltener P_ d,1-Verbindung 
mg pro ccm eo mg pro ccm 
eS ss 0 0 0,006 
Nach 45 Std... . 0,215 31,2 --- 
CRS 0),322 46.5 — 
. Se — 0,291 42.2 
5 eee 0,394 57,4 0,353 51,4 
<— eee — = 0.389 56.5 


Ansatz I und III wurden nach 168 bzw. 268 Stunden aufgearbeitet. 
Der im Wasserdampf-Destillat von Ansatz I als Ol abgeschiedene Fenchyl- 
alkohol kristallisierte bei zwé6lfstiindiger Aufbewahrung im Eisschrank. 
Die Kristalle wurden abfiltriert und im Schwefelsiureexsikkator getrocknet. 
Ihre Menge belief sich auf 1,18g, d. h. 34,5°,, der Theorie, da bei 
100° iger Spaltung 3,42 g Fenchylalkohol entstehen konnten. Die P-Be- 
stimmung zeigte eine Hydrolyse von 57,4°,, an. Der Schmelzpunkt lag 
bei 45 bis 46°; Mischung mit reinem Fenchylalkohol ergab keine Depression. 


(ap? = 12,37° (in Petrolather) 
(a = 1,24°, i = 1, c = 10,02). 


Das aus Versuch III mit Wasserdampf iibergetriebene Ol erstarrte 
nach mehrtégigem Aufbewahren im Eisschrank fast ganz zu einer kristal- 
linen Masse, die abgehoben und im Schwefelséure-Exsikkator getrocknet 
wurde. Der Ertrag war 0,9g, d.h. 37,6°,, der Theorie; bei 100° iger 
Spaltung hatten 2,4g Fenchylalkohol frei werden kénnen. Nach der 
P-Bestimmung war eine Spaltung zu 56,5°,, eingetreten. 

(DaB in beiden Fallen die Quantitét der isolierten Fenchylalkohole 
hinter der aus der Phosphat-end-analyse berechneten zuriickblieb, ist auf 
die Fliichtigkeit dieser hydroaromatischen Verbindungen bei gewOhnlichem 
Druck zuriickzufiihren. ) 

Die Gesamtmenge wurde in 10,0 cem Petrolaéther gelést und polarisiert. 

{a}? = — 6,0° 
(a = — 0,54°, 1 = ], c = 9,0). 


Die petrolétherische Lésung wurde mit 0,9g Phthalsiureanhydrid 
gemischt und 2 Stunden auf 150 bis 170° erhitzt, wobei das Solvens entwich. 
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Nach dem Erkalten wurde die erstarrte Masse mit Soda-lésung autgenommen ; 
die seifenartig schiumende Fliissigkeit wurde ziemlich stark mit Wass: 
verdiinnt und mit Ather durchgeschiittelt. Aus der wasserigen Schicl 
wurde der geléste Ather durch einen Luftstrom vertrieben und die Este: 
siure durch Zugabe von verdiinnter Schwefelséure ausgefallt. Der anfang 
élige Niederschlag wurde bald fest; die Kristalle wurden abgesaugt und 
zweimal aus Benzol umkristallisiert'. F. 161 bis 162°. 
0.1017 g Substanz Verbrauchten 3,40 cem n/10 NaOH. 
CygHo20,4. Ber.: 3,37 ccm n/10 NaOH. 
(302,18) 
4,996 mg Substanz gaben 13,035 mg CO, und 3,290 mg H,0O. 
’ 


CisH20,. Ber.: C = 71,48%, H = 
(302,18) gef.: © = 71,16°., H 
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1 Vollig reine d, 1-Fenchylalkohol -phthalester-siure schmilzt nach 
G. Komppau. R. H. Roschier (Chem. Centralbl. 1917, I, 407) bei 165 bis 167' 
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Uber die Rolle der Milz im Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel. 


Von 


Michael Rubinstein. 


Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Univer- 
sitat und dem §. Canning Childs-Spital und Forschungsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 16, Juli 1932.) 


Lauda (1) und seine Mitarbeiter (2) haben in den letzten Jahren 
den Nachweis erbracht, daB die protektive Rolle der Milz bei gewissen 
anamischen Prozessen als eine hormonale aufzufassen ist. Im Gegensatz 
dazu steht es jedoch noch immer nicht fest, ob die Milz den Kohlen- 
hydrat- und Fettstoffwechsel beeinfluBt; noch weniger gesichert ist die 
Annahme!, daB eine derartige Beeinflussung auf inkretorischem Wege 
erfolge. 


So leugnen einige Autoren (3) (4) (5) die Bedeutung der Milz fiir 
den Kohlenhydratstoffwechsel. Andere dagegen haben eine mehr oder 
weniger deutliche Steigerung des Blutzuckerniichternwertes nach Splenek- 
tomie gefunden [(6) bis (9)]. Im Gegensatz dazu fanden Stschedrovitzky und 
Seltzer (10) ein Absinken des Blutzuckerniveaus nach Milzentfernung. 

Ebenso widersprechend wie die Angaben tiber den Einflu8 der Milz 
auf den Niichternblutzucker sind die Befunde bei Belastungen. Solarino(11) 
fand eine Verringerung der Verdauungshyperglykamie nach Milzexstirpation, 
waihrend andere Autoren[(12) bis (15)] nach intravenéser wie peroraler 
Zuckerzufuhr eine verstaérkte Hyperglykimie nachweisen  konnten. 
Komuro (9) berichtete dementsprechend auch iiber eine Verstirkung der 
Adrenalinhyperglykamie und iiber eine Hemmung der Insulinwirkung. 
Mehrere Forscher [(12) u. (5)} haben sich mit dem EinfluB der Milz auf das 
Leberglykogen beschaftigt. Doch sind auch hier die Resultate keineswegs 
einheitlich. Ebensowenig wie die oben zitierten Versuche haben die 
Autoren (16), welche Milzextrakte in verschiedener Form darreichten, eine 
Klarung der uns interessierenden Frage erzielt. 

Auch diejenigen (17), welche den Einflu®B der Splenektomie auf den 
Cholesterinstoffwechsel] studiert haben, waren nicht imstande, eine restlose 
Aufklarung zu erhalten. Viele von ihnen haben eine Hypercholesterinamie 
im AnschluB an die Operation festgestellt. _Demgegeniiber aber leugnen 


1 Nachtrag bei der Korrektur. Lauda (Wien. klin. Wochenschr. 1932, 
Nr. 32) und seine Mitarbeiter konnten an Parabiontieren eine hormonale 
Beeinflussung der Kohlenhydrattoleranz durch die Milz wahrscheinlich 
machen. 
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Randles und Knudson (18) einen EinfluB der Splenektomie auf das Blut 
cholesterin. Goebel und Gnoinski (19) fanden sogar Hypocholesterinam i: 
wahrend Leites (20) wechselndes Verhalten angibt. Auch die Beeinflussun, 
kiinstlich erzeugter Hypercholesterinimien wurde untersucht. In einigen 
Arbeiten [(3) u. (21)] wird behauptet, da die beim Normaltier auf Salz 
siureeingieBung ins Duodenum folgende Hypercholesterinimie nach Milz 
exstirpation ausbleibt. Ahnliche Befunde erhoben Abelows (22), Abelous 
und Soula (23) nach fettreichen Mahlzeiten bei splenektomierten Tieren 
Es liegen aber auch ganz entgegengesetzte Resultate vor [(24) u. (15)}. 

Wir sehen also, daB von verschiedenen namhaften Forschern bei 
einer doch so einfachen und klaren Fragestcllung vollstandig ver- 
schiedene Befunde erhoben wurden. Die Ursache hierfiir kann woh! 
nur darin liegen, daB wechselnde, auBerhalb der gerade gepriiften 
Fragestellung gelegene Umstande den Ausfall der Versuche beeinfluBten. 
Da einerseits wohlbegriindete Arbeiten einen EinfluB der Milz entweder 
auf den Kohlenhydrat- oder auf den Cholesterinstoffwechsel wahr- 
scheinlich machen, und da andererseits enge Beziehungen zwischen 
intermediarem Kohlenhydrat- und Fettmetabolismus angenommen 
werden miissen (15) (25), so ist vielleicht folgende Uberlegung nahe- 
liegend: Wird der Einflu8 der Milz auf den Zuckerstoffwechsel unter 
AuBerachtlassung des Fetthaushalts gepriift, so kann das unterschiedliche 
Verhalten des letzteren fiir die divergenten Versuchsresultate ver- 
antwortlich sein. Umgekehrt kann das AuBerachtlassen der Kohlen- 
hydrate die scheinbar widersprechenden Ergebnisse der Cholesterin- 
oder Fettwerte verursachen. Von dieser Uberlegung ausgehend haben 
wir es fiir ratsam gehalten, gleichzeitig die Veranderungen im Fett- 
und Kohlenhydratstoffweehsel ins Auge zu fassen. 

Aus den Arbeiten des letzten Jahrzehnts haben wir gelernt, dali 
das Cholesterin die Schwankungen des Gesamtfettgehalts des Blutes 
getreulich mitmacht (26). Wir sind also bis zu einem gewissen Grade 
berechtigt, aus den Verinderungen des Cholesterinspiegels auf solche 
des Fettgehalts zu schlieBen. Da uns in der Methodik von Rappaport 
und Engelberg (27) eine ausgezeichnete Mikrobestimmung zur Verfiigung 
steht, haben wir Cholesterinbestimmungen serienweise vorgenommen und 
auf Bestimmung der Blutfette verzichtet, die infolge groBer hierzu not- 
wendiger Blutmengen Serienanalysen unméglich macht. Wir konnten 
dies um so mehr tun, als ja bereits zahlreiche Arbeiten vorlagen, 
welche unter verschiedenen pathologischen Bedingungen, so besonders 
bei Diabetes mellitus, der Relation Zucker—Cholesterin die Aufmerk- 
samkeit zuwandten [Klemperer und Umber (26) u. a.}. 

Die Beobachtung der Stoffwechselwirkung eines Eingriffes kann 
in verschiedener Weise erfolgen: Entweder man halt die Tiere vor und 
nach dem Eingriff unter gleichen Ernahrungsbedingungen und macht 
fortlaufende Untersuchungen der Tiere im Niichternzustand, oder aber 
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man pruft den Effekt von Belastungen oder Reizungen vor und nach 
der Operation. Wir wahlten die letztere Methode, weil uns diese ge- 
wissermaBen dynamische Priifung des Stoffwechsels aufschluBreicher 
als die erste Methode erscheint, welche gleichsam Momentbilder eines 
vielleicht nur labilen Gleichgewichtszustandes gibt. 

Als Belastungen erwiesen sich am zweckmabigsten subcutane In- 
jektionen von Insulin und Adrenalin an niichternen Tieren. Jals diese 
beiden Inkrete neben dem Kohlenhydratstoffwechsel auch den Fettumsatz 
weitgehend zu beeinflussen vermégen,. geht aus zahlreichen Arbeiten hervor. 
So fiihrt Bloor (28) die diabetische Lipaimie direkt auf das ungeniigende 
\ngebot von Pankreashormon zuriick. Er weist darauf hin, dai In- 
sulininjektionen die Hypercholesterinimie ebenso rasch wie die Blut- 
zuckersteigerung riickgingig machen (29). Auch verschiedene andere 
Autoren (30) (31) (25) (32) (29) (33) (34) haben in mehr oder weniger ein- 
vehenden Versuchen den EjinfluB des Insulins auf den Cholesteringehalt 
des Blutes gepriift. Wenn auch diese Resultate keineswegs einheitlich 
sind, so geht aus ihnen doch hervor, da’ der Fettstoffwechsel durch das 
Pankreashormon ma8gebend beeinfluBt wird (35). 

Die Wirkung des Adrenalins auf den Fett- und Cholesterinstoff- 
wechsel ist trotz der groBen Miihe, die der Beantwortung dieser Frage 
zugewendet worden ist, noch keineswegs eindeutig klargestellt. So 
vermissen Combes (36) und Kavaguchi (37) jede Steigerung des Blut- 
cholesterins, wahrend andere (38) (25) (39) tiber einen mehr oder 
minder ausgiebigen Anstieg berichteten. In den letzten Jahren haben 
sich dann Bornstein, Holm, Mahnert (40), Kusui (41) u.a. mit diesem 
Problem befaBt 

Da also der Effekt der Insulin- bzw. Adrenalininjektion beim ge- 
sunden Tiere noch umstritten ist, waren wir gezwungen, unsere Ver- 
suchsanordnung folgendermaBen zu gestalten: Die Tiere, welche dutch 
lingere Zeit vor dem Versuch und wahrend der ganzen Versuchsdauer 
auf der gemischten Standardkost des Instituts gehalten worden waren, 
wurden zunachst gesund der Adrenalin- bzw. Insulinbelastung unter- 
worfen. Im AnschluB an diese Belastung wurde durch Serienbestim- 
mungen der Cholesterin- bzw. Blutzuckerspiegel fiir das betreffende 
Tier im Normalzustand festgestellt. Dann folgte die Milzexstirpation. 
Die Belastungen wurden nun zu verschiedenen Zeiten nach dem Eingriff 
wiederholt. 

Eigene Experimente. 

In der Tabelle I sind die Resultate einiger Versuche an gesunden 
Kaninchen zusammengestellt. Diesen Tieren, die —- wie schon erwahnt 
— bereits vor Versuchsbeginn durch mehrere Wochen im Institut auf 
einer gemischten Standardkost gehalten worden waren, wurden, nachdem 
zunichst des Morgens niichtern der Blutzucker und das Cholesterin 
bestimmt wurde, 2 bis 4 Einheiten (s. Tabelle 1) Insulin Wellcome 


injiziert. 
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Tabelle I. 
' Blutzucker- (obere Zeile) und Cholesterin- 
Tier pee Injektion yon werte (untere Zeile), Stunden nach der Injektion 
Nr. “* $e} 3 | MIS 4 5 6 
kK, 108 | 4 kl. Insulin-Kinh. 53 48 43 49 49 
64 68 86 64 56 54 
K, | 120 | 4 kl. Insulin-Einh. 34 32 171 65 
80 86 108 118* 96 120 
K, | 95 | 2 kl. Insulin-Einh. 30 =. 29 46 90 
74 108 80 
Kk, 94 2 kl. Insulin-Einh. 35 47 62 75 
54 48 86 52 
Kg 11 2-kl. Insulin-EKinh. 63 32 26 
58 62 65 80 
K, 110 0,5 mg Suprarenin 288 255 240 196 141 79 
64 66 72 72 
K, 100 0,4mg Suprarenin 270 218 184 140 99 
64 198 106 
K, 96 0,4mgSuprarenin 160 174 158 152 125 102 77 
72 88 86 104 98 80 
k, 113 04mg Suprarenin | 164 206 211 200 +188 
56 68 64 
Kg 114 04mg Suprarenin 164 181 210 165155 98 
58 62 82 66 60 


* Vor der Injektion der Traubenzucker-Lisung. 


Ir verschigdenen Absténden wurden sodann Blutzucker und 
Cholesterinbestimmungen gemacht. Wie aus der Tabelle zu ersehen 
ist, zeigt das Cholesterin nach der Insulininjektion entweder keine Ande- 
rung oder aber einen mehr oder weniger deutlichen Anstieg. Es kommt 
. in diesen Fallen zu einer Kreuzung der Blutzucker-Cholesterinkurven 
Besonders interessant in dieser Hinsicht ist das Verhalten des Kaninchens 
Nr. 3. Bei diesem Tiere setzten gegen Ende der zweiten Stunde schwere 
hypoglykamische Krampfe ein, die sich in kurzen Intervallen wieder- 
holten, so daB 150 Minuten postinjektionem Zucker injiziert werden 
muBte. Der dadurch bedingte — gleichsam artefizielle —- Anstieg des 
Blutzuckers liste eine Senkung des Cholesterinspiegels aus, der bis zu 
diesem Zeitpunkt im allmahlichen, aber dauernden Steigen begriffen 
war. Als etwa eine Stunde nach der Traubenzuckerinfusion die Blut- 
zuckerkurve wiederum steil abfiel, kam es neuerlich zu einem Ansticeg 
des Blutcholesterins, so da$ wir in diesen Versuchen eine dreimalig« 
Kreuzung der beiden Kurven feststellen kénnen. Diese Befunde stehen 
im Widerspruch mit den von Himwich und Spiers (42) in jiingster Zeit 
publizierten. Worauf die Verschiedenheit der Resultate zuriickzufiihren 
ist, la4Bt sich nicht ohne weiteres feststellen. Die Insulinmenge, welc! 
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die erwahnten Autoren injizierten, war allerdings gréBer als die von 
uns angewendete. Wir spritzten unseren 2300 bis 2800 ¢ schweren 
Kaninchen meist 2 klin. Einheiten ein, waihrend Himwich und Spiers 
die gleiche Menge pro Kilogramm Kérper gaben. 

Die Belastungen mit Adrenalin gaben Zuckerkurven, wie sie ja 
in der Literatur zur Geniige beschrieben sind. Auf den Cholesterin- 
spiegel hatten diese Injektionen bei Kaninchen zunachst keinen wesent- 
lichen EinfluB. Im allgemeinen wurden bei diesen Tieren synchron 
mit der Steigerung des Blutzuckerspiegels etwas héhere Cholesterin- 
werte gefunden. Die Unterschiede waren jedoch meist unbedeutend 
und lagen oft innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungsmethode. 

In Tabelle II sind einige Versuche zusammengestellt, die an Hunden 
vorgenommen worden sind. Diese Tiere zeigten auf Adrenalininjektion 
einen verhaltnismaBig geringen Blutzuckeranstieg. Dies diirfte wohl 
auf eine relative Glykogenarmut der Leber zu beziehen sein. Bei Hunden 
fanden wir fast ausnahmslos einen Cholesterinanstieg nach Adrenalin- 
verabreichung. Es muB aber hervorgehoben werden, daB diese Wirkung 
keine sehr imponierende war. Dagegen war die nach der Insulininjektion 
bei Hunden regelmaBig festgestellte Erhéhung der Cholesterinwerte 
oft eine recht betraichtliche und immer deutlich tiber die Grenzen 
eines méglichen Versuchsfehlers hinausgehend. 


Tabelle II. 





; \ Blutzucker- and Cholesterinwerte, 
lier oe Injektion von oer Stunden pach der Injektion 
Nr. 1 1%, 2 (2g) 3 (Sig!) 4 [44g] 5 6 24 
H, 84 05mg Adrenalin 116 110 102 92 90 
120 130 124 128 94 
H, 86 0,5mg Suprarenin 95 115 117 73° 83 
148 188 125 127 135 94 
H, 74 0,5mg Suprarenin 83 103 93 85 80 
112 120 130 128 
H, 88 10 kl. Insulin-Kinh. 70 50 58 80 90 172 
124 150 126 120 110 
H, 68 10kl.Insulin-Einh. 40 36 52 69 88 97 
118 152 126 124 114 90 
H; 91 10 kl. Insulin-Einh. 63 45 46 55 110 
98 114 122 128 119 118 


Untersuchungen nach der Milzexstirpation. 


Die Milzexstirpation hat auf den Blutzuckerspiegel zunachst keinen 
deutlichen EinfluB. Injiziert man den splenektomierten Tieren Insulin 
(vgl. Tabelle ILI), so laBt sich bei einigen derselben eine Erhéhung der 
Empfindlichkeit nachweisen. 





198 M. Rubinstein: 


Tabelle ITT. 





Tage Blutzucker- und Cholesterinwerte, 
Tier nachder Vor- ees , Stunden nach der Injektion 
Milzent- wert Injektion von i See 





Nr. fernung 1 latj,) 2 | 2g] 8 [styl a lays | 
K, 3 96 4 kl. Insulin-Kinh. | 52 61 66 74 93 106 
60 48 59 54 52 46 
K, 26 118) 4 kl. Insulin-Kinh. 68 60 59 55 97 
88 | 90 «68 8278 74 
K, 56 110) 4 kl. Insulin-Einh. 55 74 80 
66 70 60 62 
Ky 3 85 0,5 mg Suprarenin 161 198 201 172 179 
G8 $6 $2 74 50 52 
K, 26 116 0.5 mg Suprarenin 228 258 262 235 i4 
90 90 92 96 98 S4 
K, 56 115) 0,5 mg Suprarenin 240 209 190 125 
74 82 72 76 70 
Ks 19 110 4 kl. Insulin-Kinh. 31 32* 155 30 23 
90 88 114 102 78 LOS 
K;| 26 98 1 kl. Insulin-Kinh. | 58 31 32 35 74 
78 8282 86 70 70 
K; 14 100 04mg Suprarenin 191 218 182 141 $1 
96 100 91 94 90 
Kg 11 83 2 kl. Insulin-Kinh. 59 29 36* 76 6S 
94 SO 86 RR 
Kg 20 i10 1 kl. Insulin-Kinb. 54 42 59 86 107 
132 126 134 120 132 132 
Kg 24 (100 04mg Suprarenin | 177 211 227 182 104 
74 74 84 84 82 82 
H, 15 76 10 kl. Insulin-Kinh. 48 40 42 48 2 
150 138 154 136 142 138 
H, 32 97 10 kl. Insulin-Minh. 64 56 59 98 
132 126 134 120 132 128 
H, 8 108 0,6mg Suprarenin 118 136 142 127 117 
176 142 156 154 156 148 
H, 36 84. 0,5mg Suprarenin 96 104 100 95 OH} 
122 120 126 120 124 122 
° Tea, i. ¢. 


Als Beispiel einer derartigen Sensibilitatssteigerung sei der Versuc! 
an Kaninchen Nr. 3 angefiihrt. Diesem wurde 28 Tage nach der Milz 
exstirpation eine halbe klinische Einheit Insulin Wellcome pro Kérper 
gewicht subcutan injiziert. Trotz der geringen Insulindosis kam es zu lang 
andauernden heftigen Krampfen und zu einem Abfall der Blutzuckerwert: 
bis 31 mg-”,,. Die Cholesterinkurve zeigte in diesen Versuchen keine wesent 
liche Veriinderung gegen die Norm. In anderen Experimenten z. B. be 
dem gleichen Tiere, aber nach Einverleibung einer viermal gr6Beren Insulin 
menge bei nachfolgender Traubenzuckerinfusion sieht man eine Steig« 
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rung des Cholesterinspiegels synchron mit dem Zuckerabfall. In wieder 
anderen Versuchen dagegen sinkt auch die Cholesterinkurve bei den milz- 
osen Tieren nach Insulinzufuhr ab. Bei splenektomierten Kaninchen 
kann also eine Insulininjektion sowohl eine Steigerung wie ein Absinken 
des Cholesterinspiegels zur Folge haben. Dieser liegt im allgemeinen nach 
der Milzentfernung etwas héher als vor derselben. 

Bei manchen Tieren hat die Splenektomie keine Erhéhung der Insulin- 
empfindlichkeit zur Folge; bei ihnen (vgl. Kaninchen 6) verlauft die 
Zuckerkurve nach Insulininjektion nicht anders als vor der Milzentfernung. 

Bei Kaninchen Nr. 2 war unmittelbar nach der Milzexstirpation auf 
Adrenalinzufuhr der Blutzuckeranstieg verzégert und etwas _ geringer. 
Der Cholesterinspiegel, der vor der Operation durch Adrenalin nicht be- 
einfluBt wurde, zeigte unmittelbar nach derselben auf Adrenalin eine 
deutlich fallende Tendenz, die mehrere Stunden anhielt. Dieses verainderte 
Ansprechen auf Adrenalin war aber nur in den ersten Tagen nach der Milz- 
entfernung deutlich. Spatere Untersuchungen zeigten wieder abnliche 
Ergebnisse wie vor der Operation. 

Der Einflu8 des Adrenalins auf den Blutzucker ist bei den meisten 
Kaninchen vor und nach der Splenektomie der gleiche. Nur bei manchen 
Tieren hat es den Anschein, daB es nach der Operation zu einer starkeren 
hyperglykamischen ‘drenalinreaktion kommt als vorher (vgl. Kaninchen 
Nr. 6). 

Auch bei Hunden fanden sich keine eindeutigen Unterschiede in den 
Blutzucker- und Cholesterinkurven nach Adrenalin- bzw. Insulininjektion 
vor und nach der Milzentfernung. Da alle Tiere im wesentlichen iiberein- 
stimmende Resultate gaben, wurden in Tabelle IH nur die bei Hund Nr. 2 
bei welchem die meisten Versuche vorgenommen worden sind erhobenen 
angefiihrt. : 

Chberblicken wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen, so konimen 
wir zu folgenden Resultaten: 

Die Splenektomie ruft keine Veranderung des Zucker- oder Chole- 
sterinspiegels im Blute hervor, die tiber die Grenzen der auch unter 
normalen Umstanden vorkommenden Schwankungen hinausgeht. Die 
Belastungen zeigen kein einheitliches Bild; bei manchen Tieren findet 
sich eine erhéhte Insulin-, bei anderen wieder eine erhéhte Adrenalin- 
empfindlichkeit. Diese verainderte Reaktion spiegelt sich sowohl in 
den Cholesterin- wie in den Zuckerwerten wieder. Die uneinheitlichen 
Befunde legen den Gedanken nahe, da} die Milz im Stoffwechsel unter 
verschiedenen Bedingungen eine verschiedene Rolle spielt. Es fiel uns 
auf, daB besonders jene Tiere, die mit einer erhéhten Adrenalin- 
empfindlichkeit nach der Splenektomie reagierten, auf Insulininjektion 
die gleichen Zucker- und Cholesterinwerte zeigten wie vor der Splen- 
ektomie. Umgekehrt wieder waren die Adrenalinkurven vor und nach 
der Operation bei jenen Kaninchen gleich, welche nach der Milz- 
entfernung eine veranderte Reaktion auf Insulin erkennen lieBen. Es 


wird daher der Gegenstand weiterer Versuche sein miissen, festzustellen, 
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ob und inwieweit die Milz im Stoffwechsel als regulierendes Organ in 
dem Sinne funktionieit, daB sie die Wirkungen sympathischer ode: 
parasympathischer Erregungen abzudimpfen vermag. Zunichst wird 
es dabei gleichgiiltig sein, ob derartige Erregungsminderungen direkt 
erfolgen oder aber durch Inkrete ausgelést werden. 

Weiter wird zu untersuchen sein, ob der Milz nicht unter pathologischen 
Verhaltnissen ein besonderer Einflu8 auf den Stoffwechsel zukommt. 


Dabei ist in erster Linie an jene Erkrankungen zu denken, bei denen das 
retikulo-endotheliale System direkt oder sekundar beteiligt ist. 


Zusammenfassung. 


Splenektomie wirkt auf den Blutzucker- und Blutcholesterinspiege| 
verschieden ein. Dies zeigt sich besonders deutlich bei Adrenalin- und 
Insulinbelastungsversuchen an den gleichen Tieren vor und nach der 
Splenektomie. 

Es wird die Frage aufgeworfen, ob der Milz die Rolle eines regu- 
lierenden Organs im Stoffwechsel zukommt 
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Uber das Nebeneinander 
minnlichen und weiblichen Sexualhormons. 


Von 
B. Frattini und M. Maino. 


(Aus dem Istituto Biochimico Italiano, Milano.) 


(Eingegangen am 18, Juli 1932.) 


Im 236. Band (1931) dieser Zeitschrift haben Loewe, Voss und Pot 
schild, ,.Cber das Nebeneinander mannlichen und weiblichen Sexual! 
hormons* eine Arbeit ver6ffentlicht, in der einige von uns iiber die physio 
logische Wirkung des mannlichen (von uns 1930 kristallinisch dargestellten 
Sexualhormons gemachten Angaben einer Kritik unterzogen sind. Erst 
vor kurzem erhielten wir davon Kenntnis und erwidern darum mit einiget 
Verspitung auf den Teil, der sich mit unseren Angaben beschaftigt. 

Inzwischen haben wir neue Versuche angestellt und sind nunmelit 
imstande, uns abschlieBend iiber die Frage nach Anwesenheit von mannlichem 
Hormon im weiblichen Organismus und von weiblichem im miannlichen 
zu aubern. 

Unsere Forschungen betreffen nicht nur die Kristallisation des mann 
lichen Hormons, sondern auch die Erkléarung der Wirkung, die beic 
kristallisierten Sexualhormone auf das heterologe Geschlecht ausiiben. 
Die Tatsache, da®B das kristallisierte Testikelhormon auf den O6cestrus 
kastrierter Ratten wie das Oestrin wirkt, und daf das kristallisierte Folli 
kulin die Entwicklung der Samenblasen bei kastrierten Ratten wie da- 
miannliche Hormon férdert, aber keineswegs auf die Entwicklung des 
Kammes kastrierter Hahne wirkt, haben uns zu der Folgerung veranla(st. 
dai beide Hormone eine analoge Wirkung auf den Genitaltraktus des 
homologen und heterologen Geschlechts ausiiben kénnen und daB sie nur 
durch ihre Wirkung auf die sekundaren Geschlechtsmerkmale zu unte! 
scheiden sind. Demgema® kann diesen Tests keine Spezifitaét zugeschrieben 
werden, und wahrscheinlich ist mit der Anwendung solcher unsicheren 
Tests der FehlschluB zu erklaren, daB die Sexualhormone immer in den 
Organen und Fliissigkeiten des heterologen Geschlechts zugegen seien. 

Indem Loewe, Voss und Rotschild die Tatsache bestatigen, daB all: 
Oestrin- und Androkininpraparate auf das heterologe Geschlecht (in den 
von uns angegebenen Sinne) wirken, unterziehen sie unsere SchluBfolge 
rungen einer Kritik, indem sie behaupten, daB Oestrin und Androkinin 
immer nebeneinander in allen Praparaten vorhanden seien. Sie bezweife!! 
die Reinheit unserer kristallisierten Hormone. 
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Darauf méchten wir folgendes erwidern: 1. Wenn das von uns dar- 
gestellte Follikulin achtmal weniger wirksam als das von Butenandt und 
Doisy erscheint, so ist das mit dem Umstand zu erkliren, dai unsere Einheit 
gréBer ist, indem sie auf 100°, positive Erfolge anstatt auf 75°,, basiert 
st. Darum kann man keine Zweifel an der Reinheit unseres Priparats 
hegen, die ebensogroB als die der anderen erwihnten Praparate ist. 

2. Die Anwesenheit von mannlichem Hormon in unserem Follikulin 
ist durch den negativen Ausfall der Probe der Wirkung auf die Entwicklung 
des Kamms kastrierter Haihne ausgeschlossen: diese Tatsache ist von den 
deutschen Autoren nicht gewiirdigt. Das ist aber der griindliche SchluB 
unserer Studien: Zugleich wird gezeigt, dai die Wirkung des Praparats 
auf die Samenblasen als eine Wirkung des Oestrins aufzufassen ist, was 
vieichzeitig die Anwesenheit von mannlichem Hormon in dem von uns 
verwendeten Oecestrinpriparat ausschlieBt. Damit ergibt sich, daB der 
Samenblaschentest nicht fiir das ménnliche Sexualhormon spezifisch ist. 

3. Zu unserer Arbeit war ausdriicklich bemerkt, daB das von uns 
angegebene Gewicht der Androkinineinheit nicht das endgiiltige war. 
Gegenwartig haben wir es zu 0,5 mg fiir den Hahnenkammtest und zu 0,02 mg 
fiir den Samenblasentest festgestellt. 

Es mu8 bemerkt werden, daB wir als Hahn-einheit noch die von Funk 
angenommene betrachten, und zwar diejenige Dosis, die, taglich injiziert, 
nach 10 Tagen eine Zunahme in der Lange des Kammes um 10 mm und 
in der Héhe um 5mm bewirkt (d. h. ungefahr eine Zunahme um 50°,). 
Als Ratten-einheit betrachten wir diejenige Dosis, die, taglich injiziert, 
nach 5 Tagen eine augerscheinliche Entwicklung der Samenblasen bewirkt. 
Jetzt kénnen wir hinzufiigen, daB das von uns zwischen 80 und 100° subli- 
mierte mannliche Hormon seine oestrigene Wirkung unverandert behalt : 
sie kann somit nicht dem Follikulin zugeschrieben werden, welches erst 
gegen 150° sublimiert. 

Wir halten uns darum zu folgenden Schliissen berechtigt: Beide 
Sexualhormone, das mannliche und das weibliche, iiben eine gemeinsame 
Wirkung auf den Genitaltraktus des homologen und heterologen Geschlechts 
aus. Eine Differenzierung ist nur durch den Hahnenkammtest mdglich, 
indem man die Praiparate der Sublimation bei der fiir jedes geltenden 
Temperatur unterwirft. Das mannliche Hormon ist nur in den mannlichen 
Driisen und Fliissigkeiten anwesend, und das weibliche nur in den weiblichen. 

Die physiologischen Tests, bei denen Veriainderungen des Crenital- 
traktus in Rechnung gesetzt werden, sind nicht sicher, da sie nicht spezi- 
fisch sind. 

In dieser Hinsicht wollen wir erwaihnen, dai wir typische Oestral- 
reaktionen mit reinen Cholesterin- und Ergosterin-injektionen erreicht 
haben (mit Dosen von 5 bis 10 mg); wir neigen darum zu der Hypothese, 
daB die mit Galle und Fazes erlangten Reaktionen mit dem Vorhandensein 
von Cholesterin anstatt eines wirklichen Hormons zu erklaren seien. 





Die Adsorptionsanalyse von Haptengemischen '. 
Von 
Hermann Rudy. 


[Aus der Serologischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) in Miinchen. | 


(Eingegangen am 19. Juli 1932.) 


Im Verlauf unserer Untersuchungen iiber die chemische Natur des 
organspezifischen alkoholléslichen Hirnantigens hatte sich ergeben, 
daB die Reindarstellung des Haptens durch Abtrennung unspezifischer 
Begleitstoffe mit rein chemischen Methoden nicht recht weiterfiihrte, 
Dagegen brachten die in der Enzymchemie gebrauchlichen Methoden 
der Adsorption und Elution (Willstdtter und Mitarbeiter) besseren 
Erfolg. Es gelang uns z. B. durch Adsorption des Antigens aus alko- 
holischer Lésung an f-Aluminiumhydroxyd (nach Willstdtier, Kraut 
und Erbacher*) und Elution mit Alkohol einen groBen Teil der Begleit- 
stoffe zu entfernen. Spiter zeigten wir, daB auch Kaolin, das nach 
Willstatter und Schneider mit Salzsiure vorbehandelt worden war, das 
Antigen adsorbiert und bei nachtriglicher Behandlung wieder an Alkoho! 
abgibt. 

Noch vor der Veréffentlichung unserer ersten Ergebnisse teilte 
Oe. Fischer die Adsorption des Syphilis- oder Wassermann-Antigens an 
Aluminiumhydroxyd und tertiéres Calciumphosphat (Handelspraparate) 
mit. Ferner zeigten Weil und Berendes, daB das Wassermann- und das 
heterogenetische Antigen an vorbehandeltes Kaolin (W illstdtter und 
Schneider) adsorbiert und mit Kochsalzlésung oder destilliertem Wasser 
wieder eluiert werden kénnen. Es war demnach von verschiedenen 


1 Vgl. die im Druck befindliche vorléufige Mitteilung in der Klin. 
Wochenschr. 

2 Das verwendete Priparat war oft schon stark gealtert und enthielt 
demnach gréBere Mengen der y-Form. Trotzdem konnten wir keine Ab- 
nahme der Adsorptionsfahigkeit gegeniiber reinem /-Al(OH), feststellen. 
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Seiten gezeigt worden, daB Haptene an oberflichenaktive Kérper 
adsorbierbar und aus den Sorbaten wieder eluierbar sind. Gleichzeitig 
ergab sich aus dem Vergleich dieser Befunde, da Adsorption und 
Elution der genannten Antigene sich durchaus voneinander unter- 
scheiden. 

Es lag daher nahe, zu untersuchen, ob Gemische von alkohol- 
loslichen Antigenen auf diese Weise getrennt werden kénnen, was haupt- 
sichlich im Hinblick auf die Erzeugung von Antisera von Bedeutung 
schien. Insbesondere die Abtrennung des ubiquitir verbreiteten Wasser- 
mann-Antigens von anderen Haptenen hielten wir in dieser Hinsicht 
fiir wiinschenswert. Die ,,Adsorptionsanalyse*‘ erschien uns um so 
erfolgversprechender, als R. Kuhn und Mitarbeiter zeigen konnten, dab 
auch nahe verwandte, chemisch verhaltnismaBig einfach gebaute Kérper 
von Nichtenzymcharakter durch Adsorption (an Calciumcarbonat oder 
Fullererde) voneinander getrennt werden kénnen (Trennung = der 
Pflanzenfarbstoffe Lutein und Zeaxanthin sowie x-Carotin und f-Carotin). 


Adsorption der Haptene. 


Bevor wir an die Trennung herangehen konnten, mubten wir 
natiirlich die Adsorptionsfahigkeit der einzelnen Kolloide gegeniiber 
den verschiedenen Haptenen ausfiihrlicher studieren. Wir beschrankten 
uns zunichst auf vier Haptene, nimlich das Hirn-, das Wassermann-, 
das Forssmansche heterogenetische und das alkohollésliche Pallida- 
Antigen. 


Die verwendeten alkoholléslichen Haptene wurden folgendermaBen 
dargestellt : 


1. Hirnantigen.  Frisches Rinderhirn wurde von BlutgefaBen und 
Meningen befreit, durch die Fleischmaschine getrieben und solange mit 
der fiinffachen Menge von 96° ,igem Alkohol bei Zimmertemperatur extra- 
hiert, bis starke Eigenhemmung der Extrakte in der Komplementbindung 
auftrat. Die abfiltrierten Extrakte ohne Eigenhemmung wurden ver- 
einigt und im Vakuum zur Trockne verdampft. 

2. Wassermann-Antigen. Verwendet wurde ein zur Wassermannschen 
Reaktion iiblicher Extrakt, der durch mehrtagiges Digerieren von 1 Teil 
frischem, mdéglichst blutfreiem, gemahlenem Rinderherz mit 9 Teilen 
96°.igem Alkohol und Abfiltrieren gewonnen wurde. Cholesterin wurde 
fiir unsere Zwecke nicht zugesetzt. 

3. Heterogenetisches Antigen. 1 Teil méglichst blutfreie zerkleinerte 
Pferdeniere wurde zweimal mit je 10 Teilen 96°,igem Alkohol mehrere 
Tage digeriert und die vereinigten Filtrate im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft. 


4. Pallida-Antigen. 1 bis 2 Wochen alte Pallidakulturen nach 
Plaut und Kassowitz auf vollkommen gewebsfreiem Nahrboden  ge- 
ziichtet — wurden zentrifugiert und das Sediment zweimal mit dem mehr- 
fachen Volumen 0,85°,iger NaCl-Lésung gewaschen, wobei jedesma! 
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abzentrifugiert wurde. Nun wurde das Sediment mehrmals (fiinf- 
sechsmal) mit ungefahr dem 50- bis 100fachen Volumen Alkohol extrahiert 
(wobei jeder Auszug noch geniigende Mengen von Antigen enthielt) und 
die vereinigten Ausziige im Vakuum zur Trockne verdampft. 

Die Adsorption der Haptene wurde an ihrer Reaktionsfaihigkeit 
mit den entsprechenden Antisera im Rahmen der Komplementbindungs 
methode verfolgt. Die einzelnen Antisera wurden durch kombiniert: 
Immunisierung von Kaninchen mit den Organextrakten unter Zusaty 
von Schweineserum gewonnen (nach Landsteiner und Simms). Nur fiir 
das Wassermann-Antigen verwendeten wir ein syphilitisches Menschen- 
serum. 

Die Technik der Adsorption war in allen Fallen gleich. Ein ab- 
gemessenes Volumen der alkoholischen Haptenlésung von bestimmte: 
Konzentration wurde mit einer abgewogenen Menge des Adsorbens gut 
durchgeschiittelt, eine Stunde bei Zimmertemperatur und 15 Minuten 
im Eisschrank stehen lassen, dann wurde abzentrifugiert, abgegossen 
und ein zweites Mal zentrifugiert, um die letzten Reste des Adsorbens 
zu entfernen. Die Adsorbentien wurden meist in trockner Form ver- 
wendet, nur 6-Al (OH), und vorbehandeltes Kaolin wurden in feuchtem 
Zustand abgewogen. Der klare AbguB8 wurde mit 0,85°%,iger NaCl- 
Lésung 1:6 verdiinnt und mittels der Komplementbindung gegeniiber 
dem Antiserum auf seinen Gehalt an Antigen gepriift. Wir verzichten 
hier auf die ausfiihrliche Wiedergabe der Ergebnisse der Komplement- 
bindung in jedem Einzelfalle und geben im folgenden nur eine tabelia- 
rische Zusammenfassung. Die Tabellen enthalten auBer dem Ergebnis 
der Adsorption noch die Menge des verwendeten Extraktes und Ad- 
sorbens, um die quantitativen Beziehungen einigermaBen klarzustellen. 
Die Zahlen sind nicht als Absolutwerte zu deuten, da sich ja aus der 
Gewichtsmenge des Extraktes nichts Genaues iiber den eigentlichen 
Gehalt an Antigen aussagen laBt und da auberdem die Starke der 
Komplementbindung vom Titer des Antiserums abhiangt. 


Adsorption des Hirnantigens. 

Verwendet wurde eine 0,5°%,ige alkoholische Lésung des Hirn- 
extraktes, die mit dem Hirnantiserum in der Komplementbindung voll- 
stindige Hemmung der Hiimolyse bis zur Serumverdiinnung 1 : 40 
bewirkte. 


Man erkennt, daB das Hirnantigen nur von wenigen Adsorbentien 
aufgenommen wird. Die friiher von uns dargestellte Fraktion IV 
(= Hirnextrakt ohne die Phosphatide und Cerebroside) zeigte das 
gleiche Verhalten (1. c.). Nur in quantitativer Hinsicht bestehen einige 
Unterschiede. Es ist noch zu bemerken, daB die unwirksamen Ad- 
sorbentien auch aus verdiinnteren Lésungen (0,1 °,) nichts aufnahmen. 
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Tabelle I. 





Ergebnis Menge des Menge des 


Adsorbens der Extraktes Adsorbens 
Adsorption cem g 


Al(OH), (Merck, reinst alkalifrei) negativ 


3-Al (OH), ( Willstitter, Kraut u. Erbache r) ; positiv 0 
Kaolin (unbehandelt) iin tid tsi hl negativ 5 
Kaolin (nach Willstdtter u. Schneider). . . . positiv 0 


SO negativ 
CaCO, (Merck, prazipit.) 

Cay (POg)g (Kahlbaum, reinst) = : 
Kieselgur. . 5 ee ee Fase ee - 
eS ee 8s he a ee ee eS es positiv 


Wo 


2D OWN WS tO & PO 


IO DO bo PO DO DO LO LO bo 


Adsorption des Wassermann-Antigens. 


Das Wassermann (Wa R)-positive Serum hemmte mit dem _ ver- 
wendeten Extrakt in der Komplementbindung bis zur Serumverdiinnung 
1:40 vollstandig und bei 1:80 noch ziemlich stark. Die Adsorption 
wurde nur dann als positiv angesehen, wenn in der Verdiinnung des 
Serums 1:10 komplette Hiaimolyse eintrat. Eine nur teilweise Ab- 
schwachung der Wassermannschen Reaktion (Wa R), wie sie bei Ver- 
wendung von Fullererde und Kaolin zu beobachten war, diirfte wohl 
auf eine Adsorption des als Verstarker wirkenden Cholesterins des Herz- 
extraktes zuriickzufiihren sein, da auch Cholesterin aus alkoholischer 
Lésung adsorbiert werden kann (Weil und Berendes, sowie Rudy}. 
Die angegebenen Zahlen beziehen sich nur auf unsere eigenen Versuche. 
Der verwendete Extrakt enthi: it in 100 cem 0,5 g Trockensubstanz. 

4 


Debe lle Il. 





Ergebnis Menge des Menge des 
Adsorbens , der Extraktes Adsorbens 
“ Adsorption ecm g 


Al(OH), (Merck, reinst alkalifrei)* . . . . positiv 2 1,0 
Al(OH) ( Willstdtter, Kraut u. Erbacher) ‘ 2 1,0 
Kaolin (unbehandelt)*......2.2.2... negativ 2 1.5 
Kaolin (nach Willstdtter u. Schneider)** . . . positiv 2 1,5 
Pumeerae (Been) 2... ww negativ 2 1,0 
CaCO, (Merck, prazipit.). .......4- > 2 1,5 
Cas (PO4)y (Kahlbaum, reinst)*. . 2... . positiv 2 0.8 
ES Sete, eng 4 a we ; negativ 2 0.6 
Pee ore heed Sie S Sw ew positiv 2 0,2 


* Bereits von Oe. Fischer untersucht. 
tad - Weil und Berendes untersucht. 


Wir konnten also die Befunde von Fischer und Weil und Berendes 
beziiglich der Adsorption des Syphilisantigens bestatigen und weiterhin 
feststellen, daB auch B-Al(OH), das Antigen adsorbiert. 
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Adsorption des heterogenetischen Antigens. 


Als Substrat diente eine 0,125 %ige alkoholische Lésung des Pferde- 
nierenextraktes, die mit dem Antiserum in der Komplementbinduny 
vollige Hemmung der Hamolyse bis zur Serumverdiinnung | : 40 erga!) 


Tabelle III. 





Ergebnis Menge des Menge des 


Adsorbens der Extraktes Adsorbens 
Adsorption ecem g 
r* (OH), (Merck, reinst). . : positiv 2 0,2 
3-Al (OH), ( Willstitter, Kraut t u. Erbacher) ‘ . 2 0,6 
Kaolin (unbehandelt) . . . 3 i ‘ 2 0.5 
Kaolin (nach Willstitter u. Se hneider) * oe a 2 1.5 
IE diego og, Rela, ele ee ee >: ‘ 2 0.6 
CaCO ; (Merck, prazipit.) i 2 1,5 
(mabig) 
Cas (PO4)g (Kahlbaum, reinst) . ...... positiv 2 0,8 
IR ae le ie Se negativ 2 0,5 
WN  aiiiie ey eRe ance os ER eS positiv 2 


* Bereits von Weil und Berendes untersucht. 


Das heterogenetische Antigen wird demnach verhaltnismaBig leicht 
aufgenommen und wablt unter den Adsorbentien nicht sehr stark aus 


Adsorption des Pallida-Antigens. 

Verwendet wurde teils eine 0,2 ige, teils eine 0,05 °,ige alkoholische 
Lésung des Spirochaitenextraktes, die beide mit Spirochatenantiserum 
in der Komplementbindung vollstandige Hemmung der Hiamolvse bis 
zur Serumverdiinnung 1: 160 ergaben. 


Tabelle IV. 





” Beesbats Menge des Menge des 

Adsorbens der Extraktes Adsorbens 
Adsorption eem g 
Al(OH), (Merck, reinst) . . positiv 2 (0,2%) 0,1 
8-Al (OH), (Willstatter, Kraut u u. Erbacher) - 2 (0.2%) 0,5 
Kaolin (unbehandelt) .. . . 2 (0,2 %) 0,5 
Kaolin (nach Willstédtter u. Schneider) . Ei 5 2 (0.2%) 0,5 
Fullererde . . Sap ye he a ‘ 2 (0,2 %) 0,7 
ati O; (Merck, prazipit. SS eRe . 2 (0,05 %) 2,0 
Cag (PO4)g (Kahlbaum, reinst) . .. . .. ‘~ 2 (0,2 %) 1,0 
I Se Oa ee or at et ae ee” negativ | 2 (0,05) 0.5 
NN Fa hs. pea ia, ts alle ae gg positiv 2 (0,05 %) 0,2 


Wie man sieht, ist auch das Pallida-Antigen beziiglich der Ad 
sorbentien nicht sehr auswahlend. 
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Trennung der Haptengemische. 

Beim Vergleich der vier Tabellen ersieht man ohne weiteres, daB 
das Hirn- und das Wassermann-Antigen am schwersten zu adsorbieren 
sind; am leichtesten werden das heterogenetische und das Pollida- 
Antigen aufgenommen. Die Moéglichkeiten einer Trennung von Ge- 
mischen waren damit schon festgelegt. Man muBte bei der Herstellung 
solcher Mischantigene die Mengenverhaltnisse indessen so wahlen, daB 
keine gegenseitige Maskierung eintreten konnte, da nach Plaut und 
Kassowitz und Plaut und Rudy diese Erscheinung weit verbreitet ist. 
Es gelang dies insofern ganz leicht, als im allgemeinen grobe Mengen 
des einen Haptens nétig sind, um das andere zu larvieren (Plaut und 
Rudy). 

Wir wahlten folgende vier Gemische aus je zwei Haptenen: 

1. Hirn- Wassermann- Antigen, 

Spirochaten- Wassermann- Antigen, 


te 


=* 
~ 


heterogenetisches Wassermann- Antigen, 


_ 


Hirn-Spirochaten- Antigen. 


Trennung des Wassermann-Antigens vom Hirnantigen. 

3ccm eines Gemisches aus gleichen Teilen Hirnextrakt (1°,) und 
Rinderherzextrakt (0,5°,) wurden mit 1,0 g Al (OH), Merck gut durch- 
geschiittelt und nach einstiindigem Stehen im Eisschrank abzentrifugiert. 
Der AbguB wurde zwecks Entfernung der Jeizten Reste Adsorbens 
nochmals abzentrifugiert. 

Zum Vergleich zeigen wir in der folgenden Tabelle V auch die 
Reaktion des Gemisches gegeniiber Hirnantiserum und Wa R-positivem 
Serum vor der Behandlung mit Al(OH),. Beide Extrakte wurden zum 
Versuch 1:6 mit NaCl verdiinnt. 

0,25cem Antiserumverdiinnung, 0,25 cem 12fach verdiinntes Meer- 
schweinchenserum und 0,25 cem der Extraktverdiinnung werden | Stunde 
bei 37° gehalten. Dann werden 0,5 cem Hammelblut-Ambozeptorgemisch 
zugegeben und die Hamolyse nach 24 Stunden abgelesen'. 

Man ersieht aus der Tabelle V, dag das Syphilisantigen durch 
Al (OH), gebunden wurde, wahrend das Hirnantigen in gleicher Starke 
erhalten blieb. Das gewahlte Beispiel ist insofern besonders giinstig, als 
die Reaktion des Hirnextraktes verhaltnismaBig schwach war und trotz- 
dem nicht beeintrichtigt wurde. 


' Grade der Hamolyse: 
k = komplette Hamolyse w wenig Hamolyse 
fk = fast komplette Héamolyse Spur = Spur Hiamolyse 
st = starke Hamolyse 0 = keine Hamolyse 


m = maBige Hamolyse 


Biochemische Zeitschrift Band 253. 14 
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Tabelle V. 
Reaktion des Hirnantiserums 2843 sowie des WaR-positiven Menschen 


serums A mit dem Hirnextrakt-Herzextraktgemisch vor und nach de: 
Behandlung mit Al(OH), (Merck). 





Verdiinnung des Serums 


1 10 1 20 1 40 1 80 . 160 


Vor der Behandlung. 


Hirnantiserum ..... 0 m k k k 

WaR-positives Serum K . 0 0 0 m k 
Nach der Behandlung. 

Hirnantiserum .... . 0 m k k k 

Wak-positives Serum K . k k k k k 


Trennung des Wassermann-S pirochdten-Antigengemisches. 


Da das Spirochatenantigen bedeutend leichter adsorbiert wird als 
das Wassermann-Antigen, wurde in diesem Falle das erstere entfernt, 
wahrend das Wassermann-Antigen im AbguB zuriickblieb. 

3cem eines alkoholischen Gemisches aus 1 Vol.-Teil 0,5 °%,igem 
Rinderherzextrakt und 1 Vol.-T'eil 0,2 °,igem Spirochaétenextrakt wurden 
mit 1,0 g unbehandeltem Kaolin durchgeschiittelt und nach 1 Stunde 
Aufenthalt im Eisschrank zentrifugiert. Verglichen wurden in der 
Komplementbindung die Reaktionen des Gemisches vor und nach der 
Adsorption gegeniiber einem Spirochaétenantiserum und einem Wa R- 
positiven’ Serum. Beide Extrakte wurden zum Versuch 1:6 mit NaCl 
verdiinnt. 

0,25cem Antiserumverdiinnung, 0,25cem 12fach verdiinntes Meer- 
schweinchenserum und 0,25 cem der Extraktverdiinnung werden | Stunde 


bei 37° gehalten. Dann werden 0,5 cem Hammelblut-Ambozeptorgemisc) 
zugegeben und die Hamolyse nach 24 Stunden abgelesen. 


Tabelle VI. 
Reaktion des Spirochaétenantiserums 3002 sowie des WaR-positiven 
Menschenserums K gegeniiber dem Spirochaten-Herzextraktgemisch vor 
und nach der Behandlung mit kauflichem Kaolin. 





Verdiinnung des Serums 





: 10 ; 20 . 40 3 80 . 160 . 32 


Vor der Behandlung. 


Spirochiten-Antiserum . . 0 ey a 0 Spur k 

Wa R-positives Serum K . 0 0 | m k k k 
Nach der Behandlung. 

Spirochaten-Antiserum . . k k k k k k 

WaR-positives Serum K . 0 0 m k K k 
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Es ist also die Reaktion des Spirochatenextraktes infolge Adsorption 
vollstindig verschwunden, wahrend diejenige des Herzextraktes vollkommen 
erhalten blieb. 

In ahnlicher Weise wie mit Kaolin ist auch die Trennung mit 
Fullererde gelungen, wobei wiederum das Pallida-Antigen adsorbiert 
wurde und das Wassermann-Antigen zuriickblieb. 


Trennung des Wassermann-Antigens vom Forssmanschen heterogenetischen 
Antigen. 

3 cem eines alkoholischen Gemisches aus 1,5 Vol.-Teilen 0,25 °,igem 
Pferdenierenextrakt und 1 Vol.-Teil 0,5 °,igem Rinderherzextrakt werden 
mit 1,0g kauflichem Kaolin wie iiblich vorbehandelt und dann ab- 
zentrifugiert. Wir geben in der Tabelle VII zum Vergleich wiederum 
die Reaktionen des Gemisches mit den Antisera vor und nach der 
Adsorption wieder. Beide Extrakte wurden zur Komplementbindung 
1:6 mit NaCl verdiinnt. 

0,25cem Antiserumverdiinnung, 0,25cem 12fach verdiinntes Meer- 
schweinchenserum und 0,25 cem der Extraktverdiinnung werden | Stunde 


bei 37° gehalten. Dann werden 0,5 ccm Hammelblut-Ambozeptorgemisch 
zugegeben und die Hamolyse nach 24 Stunden abgelesen. 


Tabelle VII. 


Reaktion des heterogenetischen Antiserums 3128 und des WaR-positiven 
Serums K mit dem Gemisch aus Pferdenieren- und Rinderherzextrakt vor 
und nach der Behandlung mit kauflichem Kaolin. 





Verdiinnung des Serums 


Mio "eo "Neo V5 Nig 1/320 


Vor der Adsorption. 


Heterogenetisches Antiserum ° |i @ 0 fk k k 

Wak-positives Serum K. . 0 0 w k h k 
Nach der Adsorption. 

Heterogenetisches Antiserum fk k k k k k 

WakR-positives Serum KK. . 0 0 w k k k 


Wie man sieht, ist auch hier die Trennung gelungen, indem das 
heterogenetische Antigen adsorbiert wurde, wahrend das Syphilisantigen 
zurtickblieb. 

Pferdenierenextrakt enthalt sowohl heterogenetisches als auch 
Wassermann-Antigen; denn es reagiert auch mit Wa R-positiven 
Menschensera in der Komplementbindung positiv. Es lag daher nahe, 
die Trennung der beiden Antigene an diesem natiirlich vorkommenden 
Gemisch zu versuchen, da fiir die praktische Verwertung der Adsorptions- 
analyse nur solche Gemische in Frage kommen. 


14* 
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Es wurden 3cem einer 0,25°% igen alkoholischen Lésung von 
Pferdenierenextrakt mit 0,4 g kauflichem Kaolin vorbehandelt, zentri- 
fugiert und der AbguB nach dem Verdiinnen mit NaCl-Lésung 1: 6 
in der Komplementbindung sowohl gegen ein Wa R-positives Serum 
als auch gegen ein heterogenetisches Antiserum angesetzt. Wir geben 
das Ergebnis in der Tabelle VIII wieder, wo wir zum Vergleich wiederum 
die entsprechenden Reaktionen vor der Adsorption zeigen. Die Ver- 
suchstechnik der Komplementbindung war wie in den vorhergehenden 
Versuchen. 

Tabelle VIII. 
Reaktion des heterogenetischen Antiserums und des Wa R-positiven 


Menschenserums K mit 0,25°.,igem Pferdenierenextrakt vor und nach der 
Behandlung mit kauflichem Kaolin. 





Verdiinnung des Serums 





10 20 40 80 */160 32 


Vor der Adsorption. 
Heterogenetisches Antiserum 
312 — 


ao ov see 0 0 m k k k 
Wak-positives Serum K . . 0 0 3 st k k k 
Nach der Adsorption. 
Heterogenetisches Antiserum 
Ene ana fk k k k k k 
WaR-positives Serum K . . 0 0 st k k k 


Man erkennt ohne weiteres, dap es somit gelungen ist, aus dem Pferde- 
nierenextrakt das heterogenetische Antigen durch Adsorption an Kaolin 
zu entfernen, ohne daB die Reaktion des Wassermann-Antigens beein- 
trichtigt worden ware. Dieses Beispiel scheint uns um so bedeutsamer, 
als es sich hier um ein natiirlich vorkommendes Gemisch der beiden 
Haptene und nicht um ein kiinstlich zubereitetes handelt, bei dem 
man das Mengenverhiltnis der beiden beliebig verandern kann. 

Es ist uns ferner gelungen, ein Gemisch von Spirochiten- und Hirn- 
antigen zu trennen, indem wir das erstere an kéufliches Kaolin adsorbierten. 
Auf eine nihere Beschreibung der Einzelheiten wollen wir hier jedoch 
verzichten. 


Es kommt bisweilen vor, daB die Reaktion nach Adsorption der 


einen Komponente starker hervortritt als im Gemisch. Das kann ent- 


weder davon herriihren, daB das Cholesterin verhaltnismaBig schwacher 


adsorbiert wird und durch seine Anreicherung die Reaktion verstarkt 
oder aber davon, daB maskierende Bestandteile durch Adsorption ent- 
fernt werden (s. auch spiter!). 


Eine ahnliche Beobachtung machte vor kurzem auch Tibor Rona, 
der cholesterinfreie Herzextrakte vor und nach Adsorption des Wassermann- 
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Antigens mit Al(OH), gegen Kaninchensera ansetzte und fand, daB die 
Komplementbindung bei Verwendung der vorbehandelten Extrakte starker, 
aber auch unspezifischer ausfiel. Ronai fiihrt dies auf eine Anreicherung 
der unspezifisch wirkenden Extraktbestandteile zuriick. Eine Parallele 
zwischen unseren und Ronais Befunden l]aBt sich indessen nicht ziehen. 
da Ronai cholesterinfreie Extrakte verwendete und die Abgiisse auf den 
Trockengehalt des Originalextraktes brachte, waihrend wir mit den chole- 
sterinhaltigen Organextrakten arbeiteten und die Abgiisse vom Adsorbens, 
ohne einzuengen, ansetzten. 

Die geschilderten Versuche haben’ gezeigt, dais es gelingt, 
verschiedene im Gemisch vorliegende Haptene durch Adsorption zu 
zerlegen. Die Trennung war, nach dem Ergebnis der Komplement- 
bindung in unseren Versuchen zu schlieBen, vollstandig. Trotzdem 
ist es méglich, daB die stoffliche Trennung nicht absolut ist; denn man 
muB bedenken, daB unterhalb einer bestimmten Konzentration das 
Hapten mit dem Antiserum nicht mehr anspricht. Ferner ist in Er- 
wigung zu ziehen, daB nach den Untersuchungen von Plaut (mit 
Kassowitz und Rudy) die Maskierung von Haptenen durch Organ- 
extrakte eine weit verbreitete Erscheinung ist. Es kénnen also geringe, 
bei der Adsorptionsanalyse nicht entfernte Mengen von Hapten durch 
den nicht adsorbierten Organextrakt maskiert werden und so eine voll- 
stindige Adsorption vortauschen, die in Wirklichkeit nur unvollstandig 
ist. Immerhin diirften diese Fehler nach den Erfahrungen iiber die 
Adsorption der Einzelhaptene nur gering sein, da die nach Adsorption 
erhaltenen Abgiisse im allgemeinen auch nach dem Einengen nicht 
mehr mit Antiserum reagieren (Oe. Fischer). Legt man auf eine ab- 
solute Trennung Wert, so wird es sich empfehlen, die Adsorption zu 
wiederholen, indem man sowohl den adsorbierten (nach Elution) als 
auch den nicht adsorbierten Anteil nochmals mit dem gleichen oder 
einem anderen in gleicher Weise wirkenden Adsorbens behandelt. Die 
Trennung ist natiirlich nicht vollstandig ohne die Elution des adsorbierten 
Antigens. Wir haben in den vorliegenden Versuchen jedoch darauf 
verzichtet, da die Tatsache der Elutionsméglichkeit bereits friiher fest- 
gestellt worden war (fiir Wassermann- und heterogenetisches Antigen 
von Fischer sowie von Weil und Berendes, fiir das Hirnantigen von uns). 
Nur die Elution des Pallida- Antigens steht noch aus. Wir haben damit 
bis jetzt noch keinen Erfolg gehabt, trotz Anwendung der verschiedensten 
wisserigen und organischen, sauren und alkalischen Mittel. Falls es 
sich bei der Adsorption des Spirochaitenantigens nicht um einen irre- 
versiblen Vorgang handelt, darf man doch wohl annehmen, dab auch 
hier die Elution méglich ist. 


Eine andere Anwendungsmdéglichkeit von Adsorbentien bei der 
Erforschung von Haptenreaktionen diirfte darin bestehen, maskierte 
Haptene durch Adsorption der larvierenden Substanzen wieder zu 
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entmaskieren. Wie weit sich diese Vorstellungen verwirklichen lassen 
miissen neue Versuche zeigen. 

Uber die Anwendung unserer Erfahrungen beziiglich Hapten- 
adsorption und -trennung auf die Erzeugung von Antisera sind 
Versuche im Gange. 


Zusammenfassung. 


Die Adsorption verschiedener Haptene, wie z B. des Hirn-, des 
Wassermann-, des Forssmanschen heterogenetischen und des Pallida- 
Antigens wurden eingehend studiert. 

Auf Grund der so gewonnenen Erkenntnisse gelang die Trennung 
verschiedener Haptengemische, und zwar die des Wassermann-Antigens 
vom Hirn-, vom heterogenetischen und vom Pallida-Antigen. AuBerdem 
konnten wir Hirn- und Pallida-Antigen voneinander trennen. 

Die Elution des Pallida-Antigens aus seinen Sorbaten ist uns bis 
jetzt noch nicht gelungen. 
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Eine Mikromethode zur Bestimmung 
kleinster Mengen Magnesium in biologischem Material. 


Von 
Konrad Lang. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1932.) 


Die bisher zur Bestimmung des Magnesinums tiblichen Mikromethoden 
bedienten sich entweder der Ausfallung dieses Elementes als MgN H,PO, 
oder als schwer lésliche Oxychinolinverbindung. Die Grenze det 
Leistungsfahigkeit dieser beiden Fallungsverfahren ist in der Eigen 
léslichkeit des Niederschlags gegeben. Die Léslichkeit des MgN H,PO, 
betragt 1: 60000, diejenige der Oxychinolinverbindung in geeignetem 
Milieu etwa 1: 300000. Da das Magnesium in biologischem Material, 
zumal in den tierischen Kérperfliissigkeiten, nur in sehr geringer Konzen- 
tration vorhanden ist, stehen jeweils nur sehr geringe Magnesiummengen 
zur Analyse zur Verfiigung. Im folgenden wird eine Mikromethode be- 
schrieben, die es gestattet, noch kleinere Magnesiummengen zu_be- 
stimmen, als es mit den bisher tiiblichen Methoden der Fall ist. 

Das Prinzip der Methode griindet sich darauf, daB das Magnesium 
mit dem Farbstoff Tropaolin 00 ein schwer lésliches Salz bildet, worauf 
schon Zahradnicek! hingewiesen hat. Da EiweiB stért und auch das 
Calcium ein wenn auch nicht in gleichem Mabe schwer lésliches Tro- 
paolinsalz liefert, muB die Bestimmung in einem eiweiB- und calcium- 
freien Medium erfolgen. Die Léslichkeit des Magnesium-Tropaolin- 
salzes habe ich zu etwa 1: 1OQOQQ000 bestimmt. 

Durchfiihrung der Magnesiumbestimmung im Serum: 


2cem Serum werden mit 1 cem Wasser verdiinnt und 1 cem einer 
gesattigten Ammonoxalatlésung zugefiigt. Nach einstiindigem Stehen 
wird vom ausgefallenen Calciumoxalat abzentrifugiert. %cem des Zentri- 
fugats werden in einen 10-cem-MeBkolben pipettiert, je 2cem 10 ’ Vig. 
Natriumwolframat und ?/, n H,SO, zugesetzt und mit Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt. Nach Filtrieren oder Zentrifugieren werden je 4 ccm Zentrifugat 
in ein Zentrifugenglas von etwa 10 ccm Inhalt pipettiert. Die Zentrifugen- 


' Diese Zeitschr. 191, 61, 1927. 
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glaser kommen nun in ein kochendes Wasserbad. In der Hitze wird dan: 
mit 2ccem einer frisch filtrierten gesittigten Tropaéolinlésung versetzt 
Man kiihlt in Eiswasser, dabei fallt das Magnesiumsalz des Tropaolins 
kristallisiert aus. Nach etwa | Stunde wird zentrifugiert, in iiblicher Weis: 
die oben stehende Fliissigkeit abgesaugt und so oft mit je 4cem Wasse: 
ausgewaschen, bis das Waschwasser nur noch strohgelb gefarbt ist. Im 
allgemeinen wird dies nach viermaligem Waschen erreicht. Der Niedet 
schlag wird dann in dem Zentrifugenglas in 4ccm konz. H,SOy, gelést 
(unter gutem Riihren), die Saéure farbt sich dabei intensiv rotviolett. Man 
gieBt nun die Saure in einen 50-cem-MeBkolben, spiilt griindlich mit Wasse1 
nach, fiillt den Kolben mit Wasser bis zur Marke auf. Dann wird photo 
metriert oder colorimetriert. Der Zeitpunkt ist gleichgiiltig, da sich die 
Farbe durch Stunden hindurch unverandert erhailt. Arbeitet man mit 
dem Stupho, so benutzt man das Filter 8 53. Hat man nur ein Colorimete: 
zur Verfiigung, so wird gegen eine Standardlésung colorimetriert, die in 
der gleichen Weise behandelt worden ist. Als Standardlésung empfiehlt 
es sich, beim Arbeiten mit den angegebenen Mengenverhiltnissen 1 cem 
einer n/l000-mg-Lésung (= 12,2 y) zu verwenden. Zur Berechnung sei 
darauf hingewiesen, daB so die in 0.60 cem Serum enthaltene Magnesium 
menge bestimmt wurde. Der Extinktionskoeffizient betragt fiir 24.3 y Mg 
2,593. 

Die Ausfallung des Magnesiums als Tropaolinsalz ist auch fiir die 
Makroanalyse vorteilhaft zu verwenden, wobei die Bestimmung gravi- 
metrisch erfolgen kann. 

Man fallt zu diesem Zwecke die annihernd neutrale und calciumfreie 
Analysenfliissigkeit in der Siedehitze mit einer gesaéttigten Tropaéolinlésung 
aus. Man muB so viel Tropaéolin zusetzen, bis die erkaltete Lésung orangerot 
gefarbt ist. Nach dem Erkalten wird der Niederschlag auf eine Glasfilter- 
nutsche abgesaugt, griindlich mit Wasser gewaschen und dann 2 Stunden 
bei 105° getrocknet. Nach dam Erkalten wird gewogen. 1 mg Mg liefert 
30 mg Niederschlag. 

+ . . . . . 

Uber die Brauchbarkeit dieser im vorstehenden geschilderten 
Methode zur Magnesiumbestimmung in reinen Magnesiumsalzlésungen 
orientiert die Tabelle 1. Durch Zusatzversuche von Magnesium zu 
Serum habe ich mich von der Eignung zur Magnesiumbestimmung im 
Serum tiberzeugt. In der Tabelle II ist als Beispiel ein derartiger Ver- 
such wiedergegeben. In der Tabelle III sind vergleichende Magnesium- 


bestimmungen in Seren mittels der Methode von T'schopp und der 


Tropaolinmethode zusammengestellt. Die mit der Tropaéolinmethode er- 
haltenen Werte liegen etwas héher als diejenigen mit der 7'schoppschen 
Methode (Ausfillung des Mg als MgNH,PO,). Ich fiihre das auf die 
erheblich schwerere Léslichkeit des Magnesium-Tropaolinsalzes zuriick. 
Die unterste Grenze der Anwendbarkeit der Tropaolinmethode liegt 
bei etwa 1 bis 2 y Mg im Kubikzentimeter der zu untersuchenden Lésung. 
Da leem Serum im Durchschnitt etwa 25 y Mg enthalt, kann man 
gegebenenfalls auch noch mit geringeren Serummengen, als oben be- 
schrieben, auskommen. 
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Mikrobestimmung von Magnesium. 


Tabelle J. 


Magnesiumbestimmungen in reinen Salzlésungen mit der Tropiéiolinmethode. 








Mg vor- y Mg rang Differenz y Mg vor- y Mg = Differenz 
gelegt gefunden shostet in %/» gelegt gefunden Pines in 
12,16 12,20 0,04 + 0,3 36,48 35,80 0,68 1,8 
12,16 12.40 0,24 +19 36.48 36.30 0.18 0.5 
12.16 12.30 0,14 +12 36,48 35,80 0.68 1.8 
24,32 24,32 0.00 0,0 48,64 49.60 0,96 + 1,9 
24,32 24,32 0,00 0,0 
Tabelle II. 


Magnesiumzusatzversuche im Serum mit der Tropéiolinmethode. 





mg-9/9 Mg 0 , | Mmeg-%o Nifforenz |me-°/o Me 7 aa : ie 
Zusatz zum mgr lo Me Mg ' ~_° n% | Zusatz zum oe melo Me — _— 
Serum & . Theorie 0 Serum & — , 
0,0 2.48 2,48 -— 1.5 3.92 3,98 —1,5 
0.5 2.86 2,98 — 4.0 2.0 4.44 4,48 — 0.9 
1.0 3,48 3.48 0.0 


Tabelle III. 
Vergleichende Serummagnesiumbestimmungen mit der 7T'schoppschen und 
der Tropéolinmethode. 





ce, meta Mg mae | BEHo Mg mit | gat ag mach He Met 
Tachopp methode Techopp methode 

l 2,12 2,33 5 2.08 2.33 

2 2.30 2,45 6 2.03 2.40 

3 2,29 2,52 7 4 2.14 2.36 

4 2,16 2.45 


Das Magnesiumsalz des Tropéolins 


tution: 





besitzt die folgende Konsti- 


—N- -N— \ 


Mg : | 


Eine 


N-Bestimmung 


\ O.S— 


(nach 


Kjeldahl) ergab, 


—NH- 


daB 2.7 mg Substanz 


4,50 com n/200 H,S O, binden, entsprechend 0,315 mg N. 


C'y,Ha.OgNgSeMg. Ber.: N . 11,54°, 
Gef.: N. . . 11,67° 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Mikromethode zur Bestimmung des Magnesiums be- 
schrieben, die gestattet, dieses Element bis zu einer Konzentration von 
1 bis 2 y im Kubikzentimeter zu erfassen. Die Fehlergrenze liegt unter 





5%. Auf die Eignung dieser Methode 
analyse wird hingewiesen. 


zur gravimetrischen Makro- 





Beobachtungen 
iiber Girungshemmung durch Halogen-verbindungen. 


Von 
Ernst Simon. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 29, Juni 1932.) 


Durch die Untersuchungen von £. Lundsgaard' ist bekannt ge- 
worden, daB die Halogen-fettsiuren die alkoholische Garung hemmen 
Voraufgegangen war schon eine Veréffentlichung von M. Rosenblatt 
und M. Rozenband?, die den Einflu8 von Mono-, Di- und Tri-chlor- 
essigsiure auf die alkoholische Zuckerspaltung festgestellt haben. 

Ks erhob sich nun die Frage, ob auch andere einfache Halogen- 
verbindungen® als Chlor-, Brom- und Jod-fettsiuren einen Effekt auf 
die alkoholische Garung zu auBern befaihigt sind‘. 

Hinsichtlich eines Einflusses auf die Hefegirung habe ich folgende 
Substanzen gepriift: 

1. Mono-jodessigsiure, CH,J .COOH, F. 82°, als Natriumsalz 
(zu Zwecken des Vergleichs). 

2. Mono-jodaceton, CH, J .CO.CH,, Kp... 62°. 

3. Tribrom-tthylalkohol, C Br, .CH,OH, F. 80°. 

4. Acrolein-dibromid (x, 8-Dibrom-propionaldehyd), CH, Br . CH Br 
. CHO, dargestellt nach EF. Fischer und J. Tafel®. (Die bei der ersten 
Destillation bei 12mm von 76 bis 80° aufgefangene Fraktion wurde 
nochmals bei 3mm Druck rektifiziert, sie ging bei 52° iiber.) 

5. Glycerin--monochlor-hydrin, CH,Cl. CHOH.CH,OH, Kp.,,, 
119 bis 120°. 

6. Mono-jodacetaldehyd-didthylacetal, CH,J .CH (OC,H;),,  dar- 
gestellt nach M.S. Losanitsch®. Kp... 82 bis 84°. Allmahlich auftretende 


! E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1 u. 8, 1930; 250, 66, 1932; vgl. 
hierzu J. Yamasaki, ebenda 228, 123, 1930; C. Neuberg u. M. Kobel, ebenda 
238, 239, 1931. 

2 M. Rosenblatt u. M. Rozenband, C. r. 149, 309, 1909. 

3 Kompliziertere Verbindungen wie Bromural, Adalin, Acetadalin 
und Diathylchloracetamid hat P. Cayrol (C.r. 198, 446, 1931) mit nega 
tivem Erfolg untersucht. 

4 Da®B Halogen-derivate auf Wachstum und Atmung von EBssig- 
bakterien hemmend wirken, kann man einer soeben erschienenen Ab 
handlung von H. Quéré (Soc. biol. 110, 958, 1932) entnehmen. 

5 E. Fischer u. J. Tafel, B. 20, 3388, 1887. 

6 M.S. Losanitsch, B. 42, 4044, 1909. 
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Rotung der Fliissigkeit wurde durch Schiitteln mit metallischem Queck- 
silber beseitigt. 

7. Mono-jod-acetaldehyd, CH,J.CHO. Die Darstellung geschah 
durch Verseifung des Jodacetals. leem (= 1,5g) Jodacetal wurde mit 
i5cem n/10 H,SO, versetzt, wihrend 2 Tagen zum Teil bei 37° auf- 
bewahrt und darauf mit 15 cem n/10 NaOH neutralisiert. Unmittelbar 
vor Versuchsbeginn wurde der Aldehyd durch Schiitteln in der Fliissig- 
keit suspendiert. 

8. 2, 3-Dibrompropanol 
_CH,OH, Kp.,, 105°. 

9. B-Jodithylalkohol (Glykol-jodhydrin), 
gestellt nach L. Henry!. Kp.,, 75°. 

10. Glycerin-x-monojod-hydrin, CH, J.CHOH.CH,OH, F.48 bis 49°. 

Von diesen Substanzen erwiesen sich als girungshemmend Mono- 
jodaceton in der Konzentration 1: 5000, Mono-jodacetaldehyd in der 
Konzentration 1: 1000 und Acrolein-dibromid ebenfalls 1: 1000.  Be- 
merkenswert ist, da weder das Jodacetal noch die halogenisierten 


(Allylalkohol-dibromid), CH, Br . CHBr 


CH,J.CH,OH,  dar- 


\lkohole der verschiedensten Reihen eine Wirkung bisher haben er- 
kennen lassen. 
Auszug aus den Protokollen. 

Das Gesamtvolumen der einzelnen Garansitze betrug 20,0 ccm: 
sie enthielten 2,5% Glucose, 5% frische obergirige Hefe (Sinner) 
und 1%, Phosphatpuffer (pq = 6,1). Da ein Teil der Halogen-derivate 
in 20 %igem Athylalkohol gelést war, wurde jeweils ein Kontrollversuch 
mit der gleichen Menge Weingeist vorgenommen. 

Angewandt wurden stets je 10,0 cem Gargemisch. 


Tabelle J. 





Art und Menge der Zugaben 





Versech | ———$_$_$___.__ - " 
™ = ’ Konzentration in der 
Nr. mg Volumen Gesamtmischung 
1 Kontrollversuch 
2 Mono-jodessigsaure 4 2eem 0,2°,ige Lisung 1: 5000 
als Na-Salz in H,O 
3 Mono-jodaceton 4 2cem 0,2 %ige Losung 1: 5900 
in 20°. Alkohol 
4 Tribrom-athyl- 20 =10cem 0,2 %ige Losung 1: 1000 
alkohol in H,O 
5 Acrolein-di-bromid 20 2ecem 1,0°,ige Losung 1: 10909 
in 20°, Alkohol 
6 Athylalkohol 316 2cem 20% ige Lésung 1:158 


in H,O 


1 L. Henry, B. 24, Ref. 75, 1891. 
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Tabelle Ia. 





Nach 0 Std. .. 0 
3) 


3333 3 


Zeit 
1 


21,8 
42.6 
45,0 
os 47,4 
. ‘a 52,6 


4 


bos) co DO 
<4 , 

= 
£4. a 





1 RRO 
COnmm> nmr 








3 4 
0 0 
0,4 20,6 
0,4 43.4 
0.4 47.6 
0,6 51,6 
0,6 57,8 


5 


‘ 


‘ 


ho bo 


0 
0, 
0, 
0, 


—- 


) 
0,6 
0,6 


Aus je 10,0cem Gargemisch bei 30° entwickelte ecm CO, 


6 

0 
18,8 
38.4 
46.6 
51,3 
57,0 


Ergebnis : Mono-jodessigsiure hemmte in den ersten Stunden fast 
vollstandig, Mono-jodaceton und Acrolein-dibromid hemmten auch 
auf die Dauer vollkommen, Tribromathylalkohol war ohne Effekt. 
Beim Kontrollversuch 6, der die in den Versuchen 3 und 5 angewandte 
Alkoholmenge enthielt, war in den ersten beiden Stunden eine etwa 
10% ige Hemmung zu bemerken. 

Tabelle II. 





to 





mg 


Glycerin-a-mono- 4,2 
chlor-hydrin 
" 21 
Mono-jodacetal 4 
” 20 


Mono-jodacetaldehyd 4 
. 20 


2,3-Dibrom-propanol 4 


» 20 

Mono-jodathyl- 4 
alkohol 

: 20 


Athylalkohol 316 


|| Glycerin-a-monojod- 4 
hydrin 
F 20 


Art und Menge der Zugaben 


Volumen 


Kontrollversuch 
1,6 cem 0,26 %ige 
Lésung in H,O 
8cem 0,26 %, ige 
Lésung in H,O 

2ceem 0,2°% ige Lésung 
in 20% Alkohol 

2cecm 1 %ige Lésung 
in 20% Alkohol 


0,12 cem| der Suspen- 
0,6 , | sion (s.S. 219) 


2cecm 0,21%ige Lésung 
in 20°, Alkohol 

2cem 1,05%ige Lésung 
in 20% Alkohol 
1,8 cem 0,22 %ige 
Lésung in H,O 

9cem 0,22°,ige Lésung 


2eem 20°,ige Lésung 
in H,0 

2cem 0,2 °,ige Losung 
in H,O 


10 cem 0,2°..ige Lisung 
in H, 0 


Konzentration in der 
Gesamtmischung 


: 5900 
: 1090 
: 5900 
: 1000 


: 5000 
: 1000 


5909 
: 1009 
- 5000 
+ 1000 
: 158 

: 5000 


: 1000 








der 
Hen 


aus 








18.8 
38.4 
16.6 
01.3 
97.0 
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Tabelle Ila. 
Aus je 10,0cem Géargemisch bei 33° entwickelte Kubikzentimeter CQ). 





Zeit 1 2 3 7 5 6 7 8 9 10 il 12 13 14 
Nach 0 Std. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01';01:0:1010 
, 35 Min. 11,6 11,8 12,2 11,2 9,5 66 0 12,9 12,0 13,4) 9,0 10,4 12.1 114 
, 1, Std. 39,8 36,2 36,8 29,2 26,6 25,6 0 35,6 34,2 37,4 32,4 31,4 36,0 34,9 
33), , 47,5 40,0 43,4 42,0 43,2: 49.0 0 44.6 47,0 43,6 46,0 44.6 45.3 43.8 
. 6% 4 50,5 43,0 46,4 46,2 48,4 54.4 0 48,0 50,0 47,2 50,0 48,6 49.8 48,7 
> ae » 55,5 48.6 51,0 50,8 53,8 58.4 0 52,6 55,2 53,0 54,2 53,4 55,2 54,5 


Ergebnis: Von simtlichen hier angewendeten Stoffen hemmte nur 
der Mono-jodacetaldehyd in der Konzentration 1 : 1000. Die anfangliche 
Hemmung mit Weingeist im Kontrollversuch 12 ist nach 2 Stunden 
ausgeglichen. 





Beobachtungen iiber die momentane Reaktion 
des Methylglyoxals mit stickstofffreien Verbindungen. 


Von 
Carl Neuberg und Josef Burkard. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor einiger Zeit haben C. Neuberg und M. Kobel' nachgewiesen, dal 
Methylglyoxal sich mit Aminoséiuren und Aminopurinen umsetzt. 
wobei diese Substanzen desaminiert werden. Der Reaktion diirfte 
eine lockere Addition des Methylglyoxals vorausgehen; einen solchen 
SchluB kann man aus Beobachtungen derselben Autoren? ziehen, dai 
beim Zusammentreffen des «, 8-Dioxopropans mit optisch-aktiven 
Aminokérpern Drehungsainderungen erfolgen. Sodann hat M. Henze® 
entdeckt, da sich Methylglyoxal leicht mit Acetessigsiure kondensiert : 
nach AbstoBung einer Kohlensiuregruppe entsteht dabei ein 3-Oxy- 
acetonyl-aceton. Er und seine Mitarbeiter heben mit Recht die Be- 
“deutung hervor, die dieser Reaktion fiir das Schicksal von Aceton- 
kérpern im tierischen Organismus zukommen kann. Ob Acetessigsiure 
ein normales Stoffwechselprodukt ist, d. h. ob regelmaBig beim Abbau 
der Fette die Stufe der 8-Oxybuttersaure erreicht und deren Ubergang 
in die f-Ketosiure vollzogen wird, weiB man nicht ganz sicher. 
Mindestens mit dem gleichen Grade von Wahrscheinlichkeit ist mit 
dem intermediaren Auftreten einer typischen Methylendicarbonsiure 
zu rechnen, der Oxalessigsdure ; diese spielt im Organismus der Pflanzen, 
Tiere und Mikroben eine wichtige Rolle. Ein weiterer Korper mit 
aktivem Methylenrest ist die Aceton-dicarbonsdure; sie erfiillt z. B. im 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 188, 197, 1927. 

2 Dieselben, ebenda 200, 459, 1928. 

3 M. Henze, H. 189, 121, 1930; M. Henze u. R. Miiller, ebenda 193. 
88, 1930. 
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Haushalt der Pilze und Bakterien eine wesentliche Aufgabe!. Wir 
haben zundachst fiir diese beiden Substanzen mit reaktionsfaihiger 
Methylengruppe festgestellt, daB sie sich in verdiinnter wiisseriger 
Ldsung in neutralem Milieu augenblicklich mit Methylglyoxal um- 
setzen. Man erkennt die Reaktion daran, daB nach dem Zusammen- 
bringen der an sich Fehlingsche Mischung nicht reduzierenden Kom- 
ponenten momentan ein starkes Reduktionsvermégen gegeniiber 
Fehlingscher Mischung auftritt. Kupferoxydul wird dann schon in 
10 Sekunden in der Kalte abgeschieden®. Die dabei gefundenen Werte 
werden im folgenden mitgeteilt. 


+ . + r . . . 

Uber die Natur der entstehenden Kondensationsprodukte, die mit 
Hydrazinderivaten reagieren, kénnen noch keine sicheren Angaben 
gemacht werden. 


Reduktionsbestimmungen. 


1. 2,64 g¢ Oxalessigsdiure*® ('/5, Mol) wurden in 85.75 ecm 1,68°,igem 
Methylglyoxal ('/;9 Mol) gelést. Durch Zusatz von verdiinnter Natronlauge 
wurde das px 6,9 eingestellt; die Fliissigkeit wurde dann auf 150 cem auf- 
gefiillt. (L6sung O — M.) 


2. Die Lésung von 2,92 g Acetondicarbonséure ("/;, Mol) in 85,75 cem 
1,68° igem Methylglyoxal ('/;, Mol) wurde mittels Natronlauge auf py 6,9 
gebracht; das Fliissigkeitsvolumen wurde mit H,O auf 150 cem gebracht. 
(L6ésung A + M.) 

3. 42,9cem der 1,68°,igen Methylglyoxal-lésung. der das py 6,9 
erteilt war, wurden auf 75ccm aufgefiillt. (Lésung M.) 


4. Mit Natronlauge aut py 6,9 eingestellte Lésung ven Oxalessigsiure 
gleicher Konzentration wie unter 1. (Lésung O.) 


5. Mit Natronlauge auf pu 6,9 gebrachte Losung von Acetondicarbon- 


siure gleicher Konzentration wie unter 2. (L6ésung A.) 


Die Reduktionsbestimmungen wurden nach Lehmann ausgefiihrt. 
(Bei der Titration wurde das Kaliumjodid natiirlich erst nach vorherigem 
Ansiuern zugegeben.) 


1 7. K. Watker, V. Subramanian u. F. Challenger, Chem. Centralbl. 
1928, I, 935; J. Butterworth u. T. K. Walker, ebenda 1930, 1, 3319. 

2 Die sehr verschieden lautenden Angaben tiber das Verhalten von 
Methylglyoxal zu Fehlingscher Lésung haben Fischler und Mitarbeiter 
geklart (F. Fischler, K. Tdéufel u. S. W. Souci, Zeitschr. f. angew. Chem. 
41, 950, 1928). Sie haben dargetan, da Fehlingsche Mischung fiir ge- 
wohnlich auf den Ketonaldehyd nicht anspricht, wohl aber, wenn man durch 
Zusatz von Sulfit den schnellen anderweitigen Verbrauch des Methyl- 
glyoxals ausschaltet oder die Hydroxylionenkonzentration niedrig hilt. 
Diese Beobachtung kénnen wir voll bestétigen und hinzufiigen, da auf 
die bicarbonathaltige und infolgedessen nur schwach alkalische Ostsche 
Lésung Methylglyoxal eine kraftige Reduktionswirkung schon in der Kalte 
auBert. 

3 F. 152°; malenoide Modifikation. 
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Tabelle I. 


Reduktionsvermégen pro 1 cem Lésung, ausgedriickt in Milligramm ( 





O+M A+M M 0 A 
Sofort nach dem Vermischen | 
(pu tiberall = 6,9) HeiBreduktion 14.4 15,1 0,7 0 0 
(2 Min. auf d. Drahtnetz erhitzt 
Nach 16stiind. Stehen (Zimmer- | 14.6 15,1 1,1 0 0.4 
tem peratur) Heibreduktion (2 Mi- (pu (Pu (pu (pu (pu 
nuten auf dem Drahtnetz erhitzt) 7,1) 7,6) 5,8) 7,9) 7,5) 
Nach 20stiind. Aufbewahrung 
(Zimmertemperatur) Kaltreduk- 71 5.2 03 0 0 


tion von Fehlingscher Mischung j 
innerhalb 380 Minuten bei 18° 


Reduktionsbestimmungen an phosphat-gepufferten Liésungen. 


1. 1,32 g Oxalessigsiure (1/19) Mol), gelést in 42,8cem = 1,68° igen 
Methylglyoxal ('/j99 Mol), mit NaOH auf pu 6,6 eingestellt, mit 25 ccm 
m/1l5 Phosphatpuffer (px 6,6) versetzt und mit Wasser auf 100 cem auf- 
gefilllt. (Lésung O + M.) 

2. 1,46 g Acetondicarbonsaure (1/)9, Mol) wurden in 42,8 cem 1,68 ° jigem 
Methylglyoxal (1/;o Mol) gelést; mit NaOH wurde px 6,6 eingestellt und 
mit 25cem m/15 Phosphatpuffer (px 6,6) sowie Wasser zum Volumen von 
100 aufgefiillt. (Lésung A + M.) 

3. 0,66 g Oxalessigséure, neutralisiert mit NaOH, + 12,5cem m/15 
Phosphatpuffer (px 6,6); aufgefiillt auf 50 cem. End-py = 6,2. (Lésung 0.) 

4. 0,73 g Acetondicarbonsaure, neutralisiert mit NaOH, + 12,5 ccm 
m/15 Phosphatpuffer (pa 6,6); atifgefilllt auf 5,0cem. End-py = 6,2. 
(Lésung A.) 

5. 21,4cem 1,68°,ige Methylglyoxal-lésung, verdiinnte NaOH, 


+ 12,5cem Phosphatpuffer; aufgefiillt auf 50cem. End-pu = 6,2. 


Tabelle II. 


Reduktionsvermégen pro leem Lésung, ausgedriickt in Milligramm Cu. 





O+M A+M M Oo A 
Reduktion zu Anfang .. . 11,1 11,8 0,3 0 0,2 
Mu zu Anfang ...... 6,6 6,6 6,2 6,2 6,2 
Reduktion nach 17 Std. . . 11,3 11,8 i 0 0 
pr nach 17 Std. 7,0 6,8 5,9 6,9 6,4 
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Uber isoliertes Vorkommen von Carboxylase 
und itiber enzymatische Wirkungen des Essigbakterium Bordeaux. 


Von 


Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Wir haben friiher! gezeigt, daB iiberraschenderweise Vertreter der 
Essigbakterien, namlich B. ascendens, B. pasteurianum sowie Aceto- 
bacter suboxydans, unter anaeroben Bedingungen alkoholische Zucker- 
spaltung zuwege bringen. Bei Fernhaltung von Sauerstoff rufen diese 
Erreger, als deren typische Leistung ehemals nur die Essiggarung galt, 
alkoholische Garung hervor. Aufmerksamerweise sandte Herr Prof. 
Dr. L. Genevois (Bordeaux), dem wir fiir seine Freundlichkeit sehr 
verbunden sind, uns die Kultur eines von ihm aus Wein isolierten 
Essigbildners zu. Untersuchungen damit hat H. Quéré* angestellt und 
gefunden, daB diese Mikrobe wie die gewéhnlichen Essigbakterien 
Alkohole oxydiert, indem nach dem Ausfal! der manometrischen 
Messungen Sauerstoff in Beriithrung mit den Substraten verbraucht 
wurde; jedoch war der Erreger auBerstande, Zucker anaerob anzu- 
greifen. Auf Wunsch von Herrn Prof. Genevois haben wir die Unter- 
suchung dieser Mikrobe aufgenommen und folgendes konstatiert: 

Bringt man das Bakterium unter Bedingungen, bei denen die 
friher von uns gepriiften Stémme Zucker zerlegen, so erweist es sich 
dazu als nicht befahigt. Dagegen fanden wir, daB Teilfermente des 
zymatischen Systems in vortrefflicher Weise ausgebildet sind. Der 
Erreger vermag namlich aus Hexose-di-phosphat Methylglyoxal zu 
bilden, ferner die Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsiure zu 
besorgen. AuBerdem enthalt er Carboxylase und schlieBlich auch auf 
einfache Aldehyde wirkende Mutase. Man kann somit die desmolytischen 
Fermente wie die Enzyme der Oxydoreduktion nachweisen. 

Von ganz besonderem Interesse erscheint der Umstand, daB die 
frischen Bakterien und aus ihnen hergestellte Trockenpraparate, gleich 


1 ©. Neuberg u. BE. Simon, diese Zeitschr. 197, 259, 1928; 199, 232, 1928; 
E. Simon, ebenda 224, 253, 1930. 
2 H. Quéré, C.r. 198, 445, 1931. 
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den Hefen und Hefenpraparaten, Brenztraubensiure spalten. Das glei: 
Vermoégen besitzen nach C. Neuberg und F.. Windisch! auch B. ascende \\s 
sowie nach £. Simon (a. a. O.) Acetobacter suboxydans und B. past: \; 
rianum. Diesen Erregern ist aber, wie schon erwahnt, auBerdem dic 
Fahigkeit zur alkoholischen Zuckerspaltung eigen, so daB ihr Gehali 
an Carboxylase als der Ausdruck fiir das Vorhandensein eines ko). 
pletten Garsystems gewertet werden kann. 


Im vorliegenden Falle des B. Bordeaux ist nun unseres Wisseiis 
zum ersten Male der Fall verwirklicht, daB eine Zellart Carboxylas 
enthalt, ohne daB Zymase nachweisbar ware. 

Nach friiheren Beobachtungen von EF. Simon (a.a.O.) verlicrt 
der Acetobacter suboxydans seinen Gehalt an Holozymase?, wenn «1 
auf peptonhaltigen Nahrbéden kultiviert wird. Es bestand die Méglic! 
keit, daB das B. Bordeaux unter anderen Ziichtungsbedingungen cic 
vermiBte Fahigkeit einer Einwirkung auf Zucker erlangen kénnte 
Umstimmungsversuche haben jedoch bisher nicht zum Ziele gefiihrt 
Der Erreger gedeiht schlecht auf synthetischen Nahrbéden, gut abe: 
auf alkoholhaltiger Bierwiirze. Auf weingeistfreier Bierwiirze geht cr 
zunaichst nur schlecht an; durch wiederholte Passagen laBt er sich 
jedoch an dieses Nahrmedium gewéhnen und entwickelt sich dann 
iippig. Trotz dieser Ziichtung auf alkoholfreiem Substrat gewann dic 
Mikrobe aber nicht die Kraft zur alkoholischen Zuckerspaltung, auch 
nicht, wenn zur Wiirze ein besonderer Zusatz von Traubenzucker 
gemacht worden war. Auf Wiirze-Fleischextrakt-agar (fest) sowie auf 
Wiirze-Fleischextrakt-bouillon mit Zusatz von 1 bis 1,5°% Alkohol lat 
sich B. Bordeaux ohne weiteres kultivieren. Unter allen Umstanden 
wird das carboxylatische Enzym unverandert ausgebildet. 


; Das isolierte Vorkommen der Carboxylase ist also damit bewiesen 
Ob sich unter anderen Ziichtungsbedingungen nicht auch Holozymase 
wird hervorlocken lassen, muB dahingestellt bleiben. Auf einem Mange! 
an gewohnlichem Co-Ferment beruht das Unvermégen des Erregers 
zur anoxybiontischen Zuckerspaltung nicht, wenigstens wurde sein 
Enzymsystem durch Hefekochsaft nicht zur holozymatischen Wirkung 
erginzt. Das konstitutive Fehlen eines Stoffwechselferments — bei 
Bakterien steht iibrigens nicht ohne Analogie da; z. B. haben jiingst 
A. Bertho und H. Gliick* dargetan, daB es verschiedene Milchsiure- 
bakterien gibt, die Katalase enthalten, wihrend andere davon frei sind 


1 CO. Neuberg u. F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 461, 1925. 

2 CO. Neuberg u. H. v. Euler, ebenda 240, 245, 1931. 

3 4. Bertho u. H. Glick, A. 494, 159, 1932; vgl. zur Frage der Enzym- 
bildung in Bakterien H. Karstrém, Akademische Abhandlung, Helsing- 
fors 1930. 
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~mé 


Uber die Stellung des Erregers, den Quéré (a. a. O.) fiir verwandt 

mit dem B. acetigenum Henneberg halt, laBt sich folgendes mitteilen: 
Nach einer Untersuchung von Herrn Prof. Henneberg, dem wir 

fiir seine Mithewaltung zu bestem Danke verpflichtet sind, scheint die 
Ahnlichkeit fraglich. Herr Prof. Henneberg hat folgendes festgestellt : 
Zellform: im Wiirzefederstrich: oval zugespitzt, ohne Bewegung; in 
72 Stunden alter Haut in Wiirze + 6°, Alkohol: ovale Zellen 1.5 

lang, in Diploform oder kleinen Ketten, zum Teil Fadenform 11 yu 


lang. 


Kolonie aut Wiirzeagar: glatt geschlossener Rand, weib-gelblich, schleimig, 


kugelig erhaben; Durchmesser 1 bis 2 mm. 


In Bier: zarte, am Rande etwas fadige Haut (Deckhaut), etwa 8 em am 


Glasrand hochkletternd. 


In 6°, Alkohol-Wiirze wurden nach 6 Tagen 3 g Essigséure in 100 cem 


nachgewiesen. 


Es diirfte sich also nicht um B. acetigenum handeln, da das Schwarm- 
vermégen fehlt, die Hautbildung nicht zusammenhangend ist, Esterbildung 
fast fehlt, und die Zellform linglich oval ist, wihrend B. acetigenum véllig 


runde Zellformen besitzt. Die Essigsiurebildung die eingesandte Kultur 
3g, B. acetigenum 3,5¢ wiirde allerdings tibereinstimmen. 
Experimentelles. 


Bakterienmaterial. 


Die Massenziichtung der Bakterien erfolgte auf Wiirze-Fleischextrakt- 
agar sowie in Wiirze-Fleischextrakt-bouillon unter Zusatz von | bis 1,5°, 
Alkohol. Die Dauer des Wachstums betrug 3 Tage. Die Temperatur 
wurde fiir den festen Naihrboden auf 26°, fiir das fliissige Nahrmedium 
auf 30° bemessen. 


1. Carboxylase. 


a) Garversuche mit frischen Bakterien!. 
1. 1,5 cem m Brenztraubensiure + 1,5 cem 2 m Kaliumacetat + 12 cem 
H,O + 3g feuchte (= etwa 0,6 g trockene) Bakterien. 
2. 1.5ccm m Brenztraubensiure + 1,5cem m K,HPO, + 12 cem 
H,O + 3¢ feuchte Bakterien. 





Aus je 10cem Gargemisch bei 35° 


Zeit entwickelte cem CO» 
- ; 1 
Nach 0 Std... . 0 0 
5 Se a ss 1,8 2,2 
a aa 13,5 12,8 
» a ooh s 14,0 13,1 


Ansatze nach der Vorschrift in dieser Zeitschr. 152, 203, 1924. 
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Berechnung. Das Gesamtgemisch enthielt 1,5 cem m Brenztraube: 
saure 0,132 g in licem. Angewandt waren 10 ccm, d. h. 0,088 g Bren 
traubensadure, die 22,4 cem CO, liefern konnten. 


Reduziert auf 0°: in 1 12,4ccem, in 2 11,6 cem. 


Vergoren waren also in | = 55,4°., in 2 = 51,8°, der Theorie. 


b) Garversuche mit Trockenbakterien?. 


1. 2ccem m Brenztraubensiure + 2cem m Na,SO, + 2cem_ Essig 
siure-Acetat-gemisch + 14cem H,O + lg Trockenbakterien + 0,2 cen 
Toluol?, 

2. 1,5 cem m Brenztraubenséure + 1,5 com 2m K-acetat + 12 cer 
H,O + 1g Trockenbakterien + 0,2 cem Toluol. 

3. 1,5cem m Brenztraubenséure + 1,5cemm K,H PO, + 12 cem H,0O 
+ lg Trockenbakterien -+- 0,2 cem Toluol. 


Benutzt wurden von 1. 15 cem, von 2. und 3. je 12 ccm. 





Bei 35° entwickelte cem CO» 


Zeit —— aa * 
1 2 3 
Nach 0 Std A 0 0 0 
“es. eS 5,0 2,9 3,8 
— “See 22.0 13,0 17,6 
CP 605 Se agi 24,8 13,4 18,4 
> ee 26.4 13.4 18.4 


Berechnung. Angewandt in 1. 1,5 ccm m Brenztraubensiure = 0,132 g. 


die 33,6 cem CO, liefern konnten. Angewandt in 2. und 3. 1,2 cem m Brenz- 
traubenséure = 0,1056 g, aus denen 26,9cem CQO, hervorgehen konnten. 





1 | 2 3 
Reduziert auf 0°... . 23,4 ecm 11,9 eem 16,3 cem 
Vergoren waren also . . 69,6 % 44.1% 60,7 °, 


Parallelversuch 1a. 4ccm m Brenztraubensiure, 4cem m Na gSO,, 
4 ccm Essigsiure-Acetat-gemisch, 28 cem H,O, 0,4 ccm Toluol, 2 g Trocken- 
bakterien. 


Nach 40 Stunden erfolgte die Aufarbeitung in iiblicher Weise. 15 ccm 
des 450 cem betragenden Destillats verbrauchten bei der Acetaldehyd- 
bestimmung nach der Hydroxylaminsulfat-Methode 0,60 cem n/10 NaOH. 
0,60 .44 = 2,64 mg Acetaldehyd. Im Gesamtdestillat, das stark positive 
Lewinsche Reaktion gab, waren also 0,0792 g Acetaldehyd zugegen. An- 
gewendet waren 4,0ccm m Brenztraubensiure = 0,352 g, aus denen 
0,176 g Acetaldehyd entstehen kénnen; die Ausbeute betrug also 45" 


1 In iiblicher Weise durch Aufstreichen auf Tonplatten und Ent 
wisserung im Vakuumexsikkator gewonnen. Sie zeigten gleich den 
frischen Bakterien nur spurenhafte Selbstgadrung. 

2 Ansatz nach der Vorschrift in Ber. 58, 1042, 1920. 
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II. Ketonaldeh ydmutase. 


Zu einer Aufschwemmung von Essigbakterien, entsprechend 13,9 g 
Trockensubstanz, in 500ccm H,O wurden 10g Kreide und 30 ccm einer 
2,088’ igen Methylglyoxal-lésung gegeben; darauf wurde ein Volumen von 
| Liter hergestellt. Nach 1l6stiindiger Digestion bei 37° war der Keton- 
aldehyd verschwunden; wir fiigten noch weitere 20 cem der 2,088 °,igen 
Methylglyoxal-lésung hinzu, so daB die Gesamtmenge des «, /-Dioxopropans 
|.044 g ausmachte. Bereits nach weiteren 5'/, Stunden fiel die Reaktion 
mit essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin negativ aus. Die in iiblicher Weise 
vorgenommene Aufarbeitung lieferte (ohne Beriicksichtigung der Mutter- 
lauge) 1,6246g analysenreines Zinklactat, was einer Ausbeute von etwa 
75°, gleichkommt. 

Eine Lésung, die 0,2497 g wasserfreies Salz in 10,0 cem enthielt, zeigte 
im 2-dm-Rohr eine Ablenkung von « = + 0,14° [aj + 2,8°. Es 
lag also, wie so oft, partiell aktives Salz vor. 


0,0983 g wasserfreie Substanz lieferte 0,0333 g ZnO. 
(C,;H;0,)2Zn. Ber.: ZnO = 33,45"; gef.: ZnO = 33,87",,. 


III. Glykolase. 


Die qualitative Priifung auf Glykolase geschah nach der von C. Neuberg 
und M. Kobel ausgearbeiteten Methodik mit Aceton- sowie Alkohol-Ather- 
Trockenpraparaten des Essigbakteriums Bordeaux. Aus einem gréBeren 
Ansatz mit einem Acetonpraparat wurde das entstandene Methylglyoxal 
in iiblicher Weise als Bis-2, 4-di-nitrophenyl-hydrazon isoliert. Die erst 
aus Pyridin und dann aus Nitrobenzol umkristallisierte Substanz schmolz 
bei 297°. 

1,726 mg Substanz: 0,3903 cem N, (28°, 758 mm). 

C\;HyzN,O,. Ber.: N = 25,93%; gef.: N = 25,58). 
(432) 


IV. Aldehydmutase. 


4 g der Aceton-Essigbakterien, 10 g CaCO,, 10 cem Acetaldehyd-lésung 
(= 0,10065 g CH,.COH), leem Toluol, mit Leitungswasser auf | Liter 
gebracht. Nach l6stiindiger Digestion in einer mit CO, gefiillten Flasche 
bei 37° war der Aldehyd verschwunden. Darauf wurden nochmals 10 cem 
Acetaldehyd-lésung hinzugefiigt. Aufarbeitunmg nach 24 Stunden. Das 
Reaktionsgemisch wurde mit Wasserdampf destilliert und das Destillat 
durch systematische Konzentration auf 1l5cem = gebracht. Zeisel-Be- 
stimmung mit 5cem = ein Drittel des Enddestillats. Hierin gefunden 
0,0360 g Athylalkohol. 


Berechnung. 0,2013 g Acetaldehyd kénnen 0,1052 g Alkohol bilden, 
gefunden 0,1080 g Alkohol, also quantitative Dismutation. 


V. Holozymase. 


Die auf Bierwiirze-Fleischextrakt-agar und Bierwiirze-Fleischextrakt- 
bouillon mit Zugabe von 1,5°, Athylalkohol geziichteten Bakterien waren 
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weder in wisseriger Aufschwemmung noch in Hefekochsaft befahig: 
Traubenzucker zu vergaéren. Daher versuchten wir zunachst, die Essi; 
bakterien auf alkoholfreien Nahrbéden zum Wachstum zu bringen. Syn 
thetische Nahrlésungen verschiedener Zusammensetzung erwiesen sich al: 
ungeeignet. Es erfolgten nunmehr fortlaufende Uberimpfungen der Essig 
bakterien in breite Reagensgliser mit Wiirze ohne Alkohol. Nach der 
fiinften Passage war bereits das Wachstum gut, und man bemerkte Ah 
setzen der Bakterien am Rande der Fliissigkeit, aber keine Hautbildung 
Weitere Uberimpfungen wurden in Wiirze von 5° Balling + 4°, Glucos: 
in Abstiinden von 4 bis 5 Tagen vorgenommen. Mit einer nach etwa 
10 bis 12 Passagen angesetzten Massenziichtung war jedoch gleichfalls nur 
ein negatives Resultat zu verzeichnen. Die geernteten Bakterien hatten 
auch durch diese Ziichtung nicht das Vermégen zur Zuckervergarung 
gewonnen, 





